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Abstract 



The invention concerns a method for the colorimetric determination of an analyte by means of enzymatic 
oxidation with a PQQ-dependent dehydrogenase in the presence of an electron acceptor from the group of 
the electron-rich aromatic nitroso compounds by enzymatic reduction of the nitroso compound to an imino 
compound and detection of the imino compound by color formation. In addition the invention concerns a 
corresponding agent containing a PQQ-dependent dehydrogenase, an electon-rich aromatic nitroso 
compound as well as, if desired, a detection reagent for imino compounds. The invention in addition 
concerns novel nitrosoamino compounds which form colored quinone diimines on reduction as well as their 
use for the colorimetric enzymatic determination of an analyte. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten mittels enzymatischer Oxi- 
dation mit einer PQQ-abhangigen Dehydrogenase in Gegenwart einQS Eleklronenakzeptors aus der Gruppe der elek- 

5 tronenreichen aromatischen Nitrosoverbindungen und Bestimmung des reduzierlen Elektronenakzeptors durch Farb- 
bildung als Ma3 fur die Menge des Analyten. Weiter betrifft die Eriindung ein Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung 
eines Analyten durch enzymatische Oxidation, enthaltend eine PQQ-abhangige Dehydrogenase, eine elektronenrei- 
che aromatische Nitrosoverbindung sowie ein farbbildendes nichloxidatives Nachweisreagenz fur die aus der eleklro- 
nenreichen, aromatischen Nitrosoverbindung bei Reduktion entstehende Iminoverbindung. Weiter betrifft die Erfindung 

10 neue Nitrosoanilinverbindungen. deren Herstellung, sowie deren Verwendung zur kolorimetrischen enzymatischen 
Bestimmung eines Analyten. 

Enzymatische Oxidationen ermoglichen in der Analytik den Nachweis und die Bestimmung von Substanzen in 
verschiedensten Probenmateriallen. Hierbei wirkt ein oxidierendes Enzym in Gegenwart eines die Elektronen der Oxi- 
dationsreaktion aufnehmenden Akzeptors auf ein entsprechendes Enzymsubstrat ein. Die Reduktion des Elektronen- 

is akzeptors zeigt die Anwesenheit des Enzymsubstrats an. Hierbei hat es sich bisher als besonders vorteilhaft erwiesen, 
wenn der reduzierte Elektronenakzeptor durch Farbbildung nachgewiesen werden kann, da dies nicht notwendiger- 
weise nur mittels teurer Me3apparaturen moglich ist. sondern gegebenenfalls auch visuell erfolgen kann. 

Bekannte Methoden zur kotorinnetrischen Bestimmung von Substanzen mittels oxidlerend wirkender Enzyme ver- 
wenden Oxidasen oder Dehydrogenasen. Beide Enzymgruppen gehoren zur Hauptgruppe der Oxidoreduktasen 

20 (Rompps Chemielexikon. Francksche Verlagsbuchhandlung. Stuttgart, 8. Auflage. 1985. Band 4, Seite 2952; Lexikon 
Biochemie. Herausgeber H. D. Jakubke. Verlag Chemie, Weinheim. 2. Auflage. 1981, Seite 194). deren Mitglieder 
nach ihren naturlichen Elektronenakzeptoren unterschleden werden konnen. 

NalQrIicher Elektronenakzeptor fur Oxidasen ist molekularer Sauerstoff (Rompps Chemielexikon. Francksche Ver- 
lagsbuchhandlung, Stuttgart, 8. Auflage, 1 985, Band 4, Seite 2946). Bei Analytbestimungen wird dabei der Analyt 

25 durch eine Oxidase und Og oxidiert. Das entstehende HgOg wird mit Hilfe von Peroxidase zur Oxidation eines Leuko- 
farbstoffes benutzt. Stellvertretend fur den Stand der Technik des Einsatzes von Oxidasen zur kolorimetrischen Be- 
stimmung von Analyten sei A. Kunst et al. in "Methods in enzymatic analysis", Hrsg. H. U. Bergmeyer, Verlag Chemie, 
Weinheim. 3. Auflage, 1984. Band 6, Seite 178 - 185 zitiert. Glucose wird dort in Serum, Plasma oder In deproteini- 
siertem Blut durch Umsetzung mit Glucoseoxidase und Luftsauerstoff in wassriger Losung nachgewiesen. indem das 

30 bei dieser Reaktion durch Reduktion des Sauerstoffs gebildete Wasserstoffperoxid in Gegenwart von Peroxidase re- 
duziert wird und damit farbblldend auf ebenfalls in der Reaktionsmlschung vorliegendes Phenol und 4-Aminophenazon 
wirkt. Das holie Redoxpotential von HgOg und die Unselektivltat und Instabiiltat von Peroxidase fuhren meist zu Ein- 
schrankungen solcher Tests. Storend wirken zum Beispiel ObergangsmetaUionen oder Ham oder Hamprotelne, wie 
sie leicht in von Blut abgeleiteten Proben auftreten konnen. well sie Wasserstoffperoxid zersetzen. Probeninhaltsstoffe, 

35 zum Beispiel Bilirubin oder auch Medikamente wie zum Beispiel Methyldopa.dle durchaus in von Blut abgeleiteten 
Proben oder in Urin vorkommen, konnen mit Wasserstoffperoxid und Peroxidase zu einer Farbbildung und somit zu 
falschen Resultaten fuhren; sie konnen aber auch schon gebildeten Farbsloff wieder reduzleren und damit entfarben. 

Insbesonderebel DurchfOhrungdervorgenannten Bestimmungsmethodeauf festen Tragern, In sogenanntenTrok- 
kentests, hat sich der Sauerstoffbedarf der Oxidasen zusatzlich als nachteilig en<viesen. Vor allem dann. wenn vie! 

40 Sauerstoff zur Oxidation hoher Konzentrationen an Enzymsubstrat gebraucht wird. kann die Diffusion von Sauerstoff 
aus der Luft in das Reaktionsmedium zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt werden und zu langen Reaktions- 
zeiten oder insbesondere bei kinetischen Bestimmungsmethoden zu falschen Ergebnissen fuhren. 

Dehydrogenasen konnen im allgemeinen in solche unterteilt werden, die fur die Oxidation von Enzymsubstraten 
Nikotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) oder Nikotinamki-adenin - dinucleotid -phosphat (NADP) als naturlichen unmlt- 

45 telbaren Elektronenakzeptor benotigen und in solche, die nicht-NAD oder -NADP-abhangig sind und die also andere 
Substanzen als naturliche, unmittelbare Elektronenakzeptoren bei enzymatischen Oxidationsreaktionen venwenden. 
Unter die Gruppe der nicht-NAD- oder -NADP-abhangigen Dehydrogenasen fallen insbesondere die PQQ- und flavin- 
abhangigen Dehydrogenasen. 

Der Einsatz von NAD-abhangigen Dehydrogenasen fur kolorimetrlsche Messungen Ist zum Beispiel aus DE-A- 

so 21 47466 bekannt. Dort wird beschrieben. daS Lactat unter Katalyse von Lactatdehydrogenase mit Nlkotlnamid-adentn- 
dinucleotid zu Pyruvat und reduziertem Nikotinamid-adenin-dinucleotid umgesetzt wird. Das gebildete NADH reagiert 
dann beisplelswelse In Gegenwart des Enzyms Diaphorase mit Tetrazoliumsalzen unter Bildung von NAD und farbigen 
Formazanen, deren Konzentration photometrisch bestimmt werden kann. Anstatt Diaphorase Ist auch N-Methylphe- 
nazinium-methosulfat als Reduktionskatalysator fur die Ubertragung der Elektronen von NADH auf das Tetrazollumsalz 

55 genannt. 

Nachtelle dieses Verfahrens sind darin zu sehen. da3 statt NADH auch andere eventuell In biologischen Proben. 
wie zum Beispiel Blut. Serum. Plasma oder Urin vorkommende, reduzierend wirkende Substanzen. wie Glulalhion 
Oder Medikamente wie Methyldopa oder Dobesylat in Gegenwart von unspezifischen Reduktionskatalysatoren. wie 
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Diaphorase oder N-Melhy!phenazinium-methosuifat Tetrazoliumsaize in entsprechende Fornnazane uberfuhren und 
so zu falsch-positiven Ergebnissen fuhren, obwohl sie in Abwesenheit von Reduklioskatalysatoren nicht so schnell mit 
Tetrazoliumsalzen reagieren warden 

Aus WO 92/07953 ist die Verwendung von nicht-NAD-abhangigen. PQQ-abhangigen Dehydrogenasen tur kolo- 

5 rimetrische Bestimmungsverfahren bekannt. wobei die Reduktion eines kunstlichen Elektronenakzeptors, wie z.B. Di- 
chlorphenolindophenol, Phenazinmethosulfat oder Nttrotetrazolblau anhand einer Farbveranderung beobachtet wird. 

Aus EP-A-O 3 54 441 ist der oxidative, enzymatische Nachweis von Analyten mittels flavinabhangiger Oxidasen 
Oder nicht-NAD-abhangiger Dehydrogenasen, wie PQQ-abhangigen Dehydrogenasen. mit elektronenreichen aroma- 
tischen Nitrosoverbindungen bekannt. Bel dieser Nachweismethode wird die aromatische Nitrosoverbindung enzyma- 

10 tisch zu einem entsprechenden elektronenreichen, aromatischen Amin reduziert, das entweder mittels einer ausge- 
lallten. schwer loslichen Heteropolysaure durch Heteropolyblaubildung nachgewiesen wird oder mit einem Kupplungs- 
reagenz in Gegenwart eines Oxidationsmittels zu einem Farbstoft gekuppelt wird. Die blau-grauen Farbabstufungen 
der Heteropolyblaubildung sind fur eine genaue visuelle Auswertung allerdings wenig geeignet. Zum kolorimetrischen 
Nachweis der im allgemeinen nicht oder nur sehr schwach gefarbten aromatischen Amine mit einem farbgebenden 

IS Kupptungsreagenz ist nachteilig, da3 zusatzlich ein Oxidationsmittel benotigt wird. Da ein solches Oxidationsmittel die 
enzymatische Reduktion der aromatischen Nitrosoverbindung zum aromatischen Amin storen wurde. mu3 die Nach- 
wetsreaktion in zwei getrennten Stufen erfolgen: in der ersten Stufe wird die aromatische Nitrosoverbindung enzyma- 
tisch zum aromatischen Amin reduziert und in einer davon getrennten zweiten Stufe ein Oxidationsmittel fur die oxi- 
dative Kupplung des aromatischen Amins mit einem farbgebenden Kupplungsreagenz zugegeben. 

20 Ein weiterer Nachteil dieses Nachweisverfahrens besteht darin, dafJ fur die Reduktion jedes Aquivalentes einer 

aromatischen Nitrosoverbindung zu einem aromatischen Amin zwei Aquivalenle des Analyten oxidiert werden mussen. 
Dies kann insbesondere bei gerlngen Analytkonzentrationen zu einer unbefriedlgenden Empfindlichkeit eines solchen 
Nachweisverfahrens fuhren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher. die vorgenannten Nachteile des Standes der Technik zu be- 
25 seitigen und ein einfacheres. weniger storanfalliges, empfindlicheres und optisch besser auswertbares Verfahren und 
Mittel zum oxidativen Nachweis von Analyten zur Vertugung zu stellen, das insbesondere in einer Stufe durchgefuhrt 
werden kann und uber den gesamten sichtbaren Wellenlangenbereich visuell gut auswertbare Farben lieffert. 
Die Aufgabe wird gelost durch die Erfindung wie sie in den Anspruchen charakterisiert ist. 

DemgemaB wurde ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten mittels enzymatischer Oxidation 

30 des Analyten mit einer Oxidoreduktase in Gegenwart eines direkten Elektronenakzeptors aus der Gruppe der elektro- 
nenreichen aromatischen Nitrosoverbindungen gefunden. bei dem die Bestimmung des reduzierten Elektronenakzep- 
tors durch Farbbildung als MaB fur die Menge des Analyten erfolgt. das dadurch gekennzeichnet ist. daB die elektro- 
nenreiche aromatische Nitrosoverbindung unter Oxidation des Analyten in Anwesenheit einer PQQ-abhangigen De- 
hydrogenase zu einer Iminoverblndung reduziert wird und diese ohne enzymatische Weiterreduktion zum aromati- 

35 schen Amin durch Farbbildung nachgewiesen wird. 

Insbesondere ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten mit 
einer Oxidoreduktase in Gegenwart eines direkten Elektronenakzeptors aus der Gruppe der elektronenreichen aro- 
matischen Nitroso-verbindungen, bei dem die Bestimmung des reduzierten Elektronenakzeptors durch Farbbildung 
als MaB fur die Menge des Analyten erfolgt. das dadurch gekennzeichnet ist. daB die elektronenreiche aromatische 

40 Nitrosoverbindung unter Oxidation des Analyten in Anwesenheit einer PQQ-abhangigen Dehydrogenase zu einer Imi- 
noverblndung reduziert wird und diese statt einer enzymatischen Weiterreduktion zum aromatischen Amin durch Re- 
aktion mit einem farbgebenden nicht-oxidativen Nachweisreagenz kolorimetrisch bestimmt wird. 

AuBerdem wurde ein Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten durch enzymatische Oxidation des 
Analyten enthaltend eine PQQ-abhangige Dehydrogenase und einen direkten Elektronenakzeptor aus der Gruppe der 

45 elektronenreichen. aromatischen Nitrosoverbindungen gefunden, das dadurch gekennzeichnet Ist. daB es entweder 
eine elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindung enthalt. die bei enzymatischer Reduktion eine farbige Iminover- 
blndung biidet Oder daB es weiterhin ein farbgebendes nichtoxidatives Nachweisreagenz fur die aus der elektronen- 
reichen aromatischen Nitrosoverbindung durch Reduktion entstehende Iminoverblndung enthalt. 

ErfindungsgemaB wird unter "Analyf eine solche Substanz verstanden. die enzymatisch oxidiert wird. In vielen 

50 Fallen wird der Analyt diejenige Substanz sein. die in der zu untersuchenden Probe direkt nachgewiesen oder quan- 
titativ bestimmt werden soil. Beispielsweise kann Glucose direkt mit PQQ-abhangiger Glucosedehydrogenase (Glu- 
cose-dye-oxidoreduktase) oxidiert und kolorimetrisch bestimmt werden. Es ist jedoch auch moglich. daB der Analyt 
erst durch eine oder mehrere vorgeschaltete Reaktionen aus einer anderen Substanz gebildet wird, sodaB durch ko- 
lorimetrische Bestimmung des Analyten indirekt auf die Konzentration der Ausgangssubstanz geschlossen werden 

55 kann. 

Der Analyt ist in der vorliegenden Erfindung diejenige Substanz. die als Substrat der eingesetzten PQQ-abhangi- 
gen Dehydrogenase akzeptiert wird. 

PQQ-abhangige Dehydrogenasen enthalten als Cofaktor Pyrrolchinolinchinon. Eine Ubersicht uber solche 'Chi- 
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noproteine" gibt J. A. Jongejahn et al. in "PQQ and Quinoproteins". Kluver Acadennic Publ. Dordrecht, Niederlande 
1989. Beispiele fur erfindungsgemaG einsetzbare Enzyme sind PQQ-abhangige Glucosedehydrogenase (Glucose- 
dye-oxidoreductase. E C 1.1.1.50/1.1.1.91/1.1.1.97), Alkoholdehydrogenase oder Lactatdehydrogenase. In dem er- 
findungsgema3en Verfahren kann insbesondere die PQQ-abhangige Glucosedehydrogenase vorteilhatt fur die kolo- 

5 rimetrische Bestimmung von Glucose eingesetzt warden. 

Als direkte Elektronenakzeptoren. die die Elektronen von dem Enzynn/Cofaktorsystem Dehydrogenase/PQQ uber- 
nehmen, werden elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindungen eingesetzt, wie sie als Elektronenakzeptoren fur 
Oxidasen und nicht-NADH-abhangige Dehydrogenasen aus EP-A-0 354 441 und EP-A-O 441 222 bekannt sind und 
bei denen eine Nitrosogruppe unmittelbaran einen elektronen reichen aromatischen Kern gebunden ist. "Direkte" Eiek- 

'0 tronenakzeploren hei3t. da3 die Elektronen enzymkatalysiert direkt, ohne die Notwendigkeit eines Reduktionskataly- 
sators, vom Enzym/Cofaktorsystem Gbernommen werden. 

im erfindungsgemaBen Sinne als reduzierbare elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindungen einsetzbare 
Verbindungen sind solche, die die Elektronen, die be! der Oxidation des der eingeselzten PQQ-abhangigen Dehydro- 
genase entsprechenden Substrates anfallen, von dem Enzym ubernehmen unddabei Iminoverbindungen bilden Eine 

'5 entsprechende Iminoverbindung enthait eine Iminogruppe = NH, die uber ihre Doppelbindung an den vormals aroma- 
tischen Kern gebunden iist und mit dessen Doppelbindungselektronen in Konjugation steht. Elektronenreiche aroma- 
tische Nitrosoverbindungen enthalten einen Oder mehrere eiektronenliefernde Reste oder Gruppen am oder im aro- 
matischen Kern, die die Bildung einer Iminoverbindung begunstigen. indem sie durch Elektronenabgabe uber den 
vormals aromatischen Kern mit der Iminogruppe in Konjugation treten. 

20 Dies sind zum einen Substituenlen. die einen +M Effekt auf den aromatischen Kem ausuben, 

Raduktlon 

25 Z. B- R - AT - NO -> R* - Ar» - MH 

Beispiele fOr an einen aromatischen Kern gebundene Reste R mit -i-M-Effekt sind Substituenten wie Hydroxy-, 
30 Alkoxy-, Aryloxy-. Alkylthio-, Arylthio-, Amino-, Monoalkylamino-, Monoarylamino-. Dialkylamino- und Diary lam inore- 
ste. 

Im Fall von Nitrosobenzolderlvaten zeigen diese Substituenten beispielsweise dann besonders ihre Wirkung, wenn 
sie in ortho und/oder in para-Position zur Nitrosogruppe stehen. 

Gruppen mit elektronenliefernden und eine Iminstruktur begunstigenden Effekt konnen auch Bestandteil eines 
35 heteroaromatischen Ringsystems sein. 

Beispiele sind heterocylische aromatische Nitrosoverbindungen mit einem 7c-Elektronenuberschuf3, in denen das 
aromatische Ringsystem so elektronenreich ist, daf3 ein externer +M-Substituent fur die Ausbildung einer mesome- 
riestabilisierten Imingruppe nach der Reduktion entbehrlich ist. Dern-ElektronenOberschu3 resultiert daraus. da3 mehr 
aromatische n-Elektronen vorhanden sind als Ringatome, uber die sich die 7c-Elektronen verteilen konnen. Derartige 
40 Heterocyklen sind dem Fachmann bekannt. 

Beispiele fur solche aromatischen Heterocyclen sind Antipyrin. Pyrazolo-Heterocyclen und Pyrazole. 

Der Elektronenreichtum der erfindungsgemaR eingesetzten elektronenreichen aromatischen Nitrosoverbindungen 
hat den zusatzlichen Effekt, daB diese Nitrosoverbindungen zu einem gewissen Teil uber Keto-Enol-Tautomerie mit 
der aquivalenten Oximgrenzstruktor im Gleichgewicht stehen. 

45 

R - Ar - N = O <^ R' = Ar' = N - OH 

Beide Tautomeriegrenzstrukturen sollen im Rahman der Erfindung mit dem Begriff "aromatische Nilrosoverbin- 
so dungen" als erfindungsgemaB einsetzbare Substanzen umfa3t sein. 

Bei den vorslehend genannten +M-Substltuenten sind Alkoxy-. Alkylthio-, Monoalkylamino- und Dialkylaminoreste 
Reste, in denen AlkyI einen Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen darstellt, der seinerseits durch eine 
Hydroxygruppe. eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch AlkyI mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen substituierte Ami- 
nogruppe, PO3H2, SO3H oder COgH substituiert sein kann. Die Saurereste PO3H2, SO3H und GOgH konnen als solche 
55 Oder in Salzform als Ammonium-, Alkali- oder Erdalkalisaize vorliegen. 

Aryloxy- und Arylthioreste enthalten aromatische Reste mit 6 bis 10 Kohlenstoffatomen, wobei Phenoxy- und Phe- 
nylthioreste besonders bevorzugt sind. 

Ammoniumsaize sind solche, die das Ammoniumion NH4+ enthalten oder solche, die ein- oder mehrfach durch 
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Alky!- Aryl- Oder Aralkylreste substituierte Ammoniumkationen enthallen. AlkyI in AlkyI- und Aralkylresten bedeutet 
einen Kohlenwasserstotfrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen. Aryl in Aryi- und Aralkylresten ist ein 6 bis 10 Kohlenstoff- 
atome zahlendes aromatisches Ringsystem. wobei Phenyl bevorzugt ist. Ein bevorzugter Aralkyirest ist Benzyl. 

AlkalisalzG sind vorzugsweise solche des Lithiums. Natriunns oder Kaliums. Erdalkalisaize stnd vorzugsweise sol- 
5 che des Magnesiums oder Calciums. 

Die im vorstehenden angegebenen Beispiele fur +M-Substituenten sollen nicht als vollstandige Aufzahiung ver- 
standen warden. Der Fachmann wird im Einzelfall wissen. ob ein gegebener Rest R ein +M-Substituent ist und an 
welcher Stelle er an einem aromatischen System diese Wirkung ausubt. oder welche aromatische Heterozykien im 
Ringsystem eine entsprechende Gruppierung enthalten und insofern sollen alls diese Resle mogliche Substituenten 
TO in aromatischen Nitrosoverbindungen sein. die gemaB der vorliegenden Erfindung eingesetzt werden konnen. 

Das aromatische Grundgerust der einzusetzenden aromatischen Nitrosoverbindung steMt bevorzugt einen elek- 
tronenreichen aromatischen Ring von 5 - 7. besonders bevorzugt 5 - 6 Kohlenstoff- oder Heteroatomen dar. der mit 
einem oder zwei aromatischen oder/und alicyclischen Ringen anelliert sein kann. Fur die aromatischen anellierten 
Ringe kommen dabei sowohl kohlenstoftaromatische Systeme als auch heteroaromatische Systeme mit je 5 - 7 be- 
15 vorzugt 5 - 6 Kohlenstoff- oder Heteroatomen in Frage. 

Unter alicyclischen Ringen werden gesattigte oder ungesattigte Cycloaliphaten mit 5 - 7 Kohlenstoffatomen oder 
Heteroatomen. vorzugsweise 5 oder 6 Kohlenstoffatomen verstanden. Unter Heteroatomen wird Stickstoff. Sauerstoff 
Oder Schwefel verstanden. 

Bevorzugte. erfindungsgemafJ einsetzbare Nitrosoverbindungen sind Nitrosobenzolderivate. 
20 Unter Nitrosobenzolderivaten wird auch Nitrosobenzol verstanden. das mit einem oder mehreren aromatischen 

oder/und alicyclischen Ringen anelliert ist. Als aromatische Ringe kommen hierbei sowohl kohlenstoftaromatische 
Systeme als auch Heteroaromaten mit je 5 - 7, bevorzugt 5 oder 6 Ringatomen in Frage. Beispiele sind anellierte 
Benzol- oder Naphthalinringe oder ein anellierter Pyridinring. 

Besonders bevorzugt sind Nitrosobenzolderivate der allgemeinen Forme! I 




wobei R"" 



Wasserstoff. Hydroxy. AlkyI gegebenenfalls substituiert durch Hydroxy COOH. POgHg. oder SO3H. Alkoxy. Al- 
kylthio, Aryloxy. Arylthio. Halogen, oder Amino, das gegebenenfalls ein oder mehrfach durch AlkyI. gegebenenfalls 
40 substituiert durch Hydroxy. PO3H2. Dialkylphosphinyl, SO3H oder CO2H. substituiert ist, bedeutet 

und R2 

eine Hydroxygruppe. . Alkoxy-. , Aryloxy-, Arylthio- oder Alkylthiogruppe bedeutet, wobei der Alkylrest gegebe- 
45 nenfalls seinerseits durch eine Hydroxygruppe. eine Aikoxygruppa. eine gegebenenfalls ein- oder mehrfach durch 

AlkyI substitutierte Aminogruppe. PO3H2. SO3H oder COgH als solche oder in Salzform als Ammonium-. Alkali- 
oder Erdalkalisaize substituiert ist, oder eine Aminogruppe NR^R^ bedeutet, 

in der R^ und R^ gleich oder verschieden sein konnen. und Wasserstoff. eine Aryl- oder Alkylgruppe. die ihrerseits 
so durch eine Hydroxy-. Alkoxy-. Hydroxyalkoxy-. eine gegebenenfalls hydroxysubstituierte Polyalkoxygruppe. 

PO3H2. SO3H. COOH als solche oder in Salzform oder durch eine gegebenenfalls ein oder mehrfach durch AlkyI 
substituierte Aminogruppe substituiert sein kann. bedeutet, oder 

in der R3 und R^ einen Alkylenrest darstellen konnen, der gegebenenfalls durch Sauerstoff. Schwefel oder Stick- 
55 stoff unterbrochen ist. wobei Stickstoff durch einen AlkyI-. Hydroxyalkyl-, HydroxyalkoxyalkyI-. Alkoxy hydroxyalky I- . 

AlkoxycarbonylalkyI-. Dioxanylyl-alkyI- oder Polyalkoxyalkylrest substituiert ist. der seinerseits jeweils gegebenen- 
falls im Alkylteil durch einen Hydroxyrest substituiert sein kann. oder 
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wenn Ri in orlho-Stellung zu NR^R"* sleht, R^ oder R'* auch zusammen mit R^ einen Alkylenrest darstellen kann. 

Hierbei bedeutet Halogen Fiuor, Chlor, Brom oder Jod. Fluor und Chlor sind besonders bevorzugt. 

AlkyI in AlkyI, Alkoxy oder Alkylthio bedeutet einen Kohlenwasserstoffrest mit 1 - 6 Kohlenstoffatomen, Reste mit 
1 - 3 Kohlenstoffatomen sind besonders bevorzugt. Die fur AlkyI vorstehend gegebene Definition trifft auch fur den 
Alkylteil in HydroxyalkyI-, Diaikyiaminoalkyl-, Hydroxyalkoxyalkyl-, AikoxyalkyI-, PolyalkoxyalkyI-, Alkoxy -hydroxyalkyi- 
und Dioxanylyl-alkylresten zu. EIn Dioxanylyl-alkylrest ist ein Rest, bei dem ein Dioxanringsystem an einen Alkylrest 
gebunden ist. Vorzugsweise handelt es sich um ein 1 ,4-Dioxanringsystem, d. h. 



Ein PolyalkoxyalkyI rest ist ein Rest 
-Alkyl-(Alkoxy)„ -Alkoxy 

mit n = 1 - 10. Bevorzugt ist n = 1 - 4. Besonders bevorzugt ist n = 1 - 3. Ein Alkylenrest ist eine geradkettige oder 
verzweigte- vorzugsweise geradkettige gesattigte oder ungesattigte - vorzugsweise gesattigte-. Kohlenwasserstoff- 
kette aus 2 - 5, vorzugsweise 2 - 4 C-Atomen, mit zwei freien Bindungsstellen. 

Aryl in Aryl- und Aralkylresten ist ein 6 bis 1 0 Kohlenstoffatome zahlendes aromatisches Ringsystem, wobei Phenyl 
bevorzugt ist. 

Ammoniumsaize sind solche, die das Ammoniumion NH4+ enthalten oder solche, die ein- oder mehrfach durch 
AlkyI-, Aryl- oder Aralkylreste substituierte Ammoniumkationen enthalten. 

Alkalisaize sind vorzugsweise solche des Lithiums, Natriums oder Kaiiums. Erdalkalisaize sind vorzugsweise sol- 
che des Magnesiums oder Calciums. 

Bevorzugte Reste sind Wasserstoffund AlkyI, insbesondere Wasserstoff. 

Bevorzugte Reste R^ sind Alkoxyreste und die Aminogruppe NR^R^. 

In der Bedeutung eines von R"" und durch Sauerstoff; Schwefel oder Stickstoff unterbrochenen Alkylenrestes 
ist der durch Einbeziehung des Stickstoffatomes der allgemeinen Formel I gebildete Morpholin- baw. Thiomorpholin- 
bzw. Piperazinrest bevorzugt. Der Piperazinrest ist besonders bevorzugt. 

In der Bedeutung eines von R^ und R^ gebildeten Alkylenrestes ist der durch Einbeziehung des aromatischen 
Ringes der allgemeinen Formel I gebildete Indolin- oder 1 ,2,3,4-Tetrahydrochinolinrest bevorzugt. 

Als Salz eines erfindungsgema^en Nitrosoanilinderivates der allgemeinen Formel I werden insbesondere solche 
starker Sauren, insbesondere Mineralsauren. wie Salzsaure, Schwefelsaure. Salpetersaure, Phosphorsaure bevor- 
zugt. Ganz besonders bevorzugt sind Hydrochloride, das sind Saize der Salzsaure. 

Bevorzugte Nitrosoverbindungen der allgemeinen Formel I sind: 

N.N'- Bis-(2-hydroxyethyl)-p-nitrosoanilin 

N,N'- Dimethyl -p-nitrosoanilin 

N,N'- Diethyl -p-nitrosoanilin 

N-Methyl-N'-(4-nitrosophenyl)-piperazin 

N-(2-hydroxyethyl)-5-nitrosoindolin 

2,4-Dimethoxy-nitrosobenzol 

N.N'-Bis-(2-methoxyethyl)-4-nitrosoanilin 

N-(4-Nitrosophenyl)-morpholin 

N-(2,2-diethoxy-ethyl)N'-(4-nitrosophenyl)-piperazin 

p-Nitrosophenol 

3-Methoxy-4-nitrosophenol 

Unter den elektronenreichen heteroaromatischen Nitrosoverbindungen, deren aromatisches Ringsystem so eiek- 
tronenreich ist. daR ein externer +M-Substituent fur die Nitroso-/Oxim-Tautomerie und fur die Iminbildung entbehrlich 
ist, sind besonders mit einer Nitrosogruppe substituierte Pyrazolone, Pyrazole und insbesondere nitrososubstituierte 
Pyrazoloverbindungen. wie sie zum Beispiel in Ullmann's Enzyclopedia of Industrial Chemistry 5th ed., Vol A 20. Seite 
72 bis 74, beschrieben sind, im erfindungsgemaRen Verfahren geeignet. Bevorzugt sind dabei die 3-Nitrosopyrazolo- 
Verbindungen der allgemeinen Formel II. 
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Bekannt sind diese Verbindungen zum groBen Teil als Vorstufe zur praparativen Synthese der entsprechenden 
3-Aminopyrazoloverbindungen aus der Europaischen Patentanmeldung EP-A-0 433 654. In der Formet W bedeutet: 

X-Y NRS-CO Oder N=CR6 

r5 Wasserstolf. AlkyI gegebenenfalls substituiert durch Hydroxy, Carboxy. SO3H. PO3H2. Dialkylphosphi- 

nyl 

R6 Wasserstoff , Alkyl. Alkenyl, Alkoxy. Alkyllhio, Aryl. Arylthio. Aralkyl. gegebenenfalls jeweils substituiert 

20 durch Hydroxy. Dialkylphosphinyl. Carboxy. SO3H. PO3H2. ein Salz eines dieser Saurereste oder/und 

Alkoxycarbonyl; oder 

Amino, das gegebenenfalls durch einen oderzwei gegebenenfalls einen oder mehrere Hydroxy-, 
Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragende Alkylreste substituiert ist. wobei. wenn Amino durch 
2 Alkylreste substituiert ist. diese Paste auch zu einem Ring geschlossen sein konnen. der auBer durch 
25 das N-Atom der Aminogruppe gegebenenfalls auch durch Sauerstoff ; Schwefel oder ein weiteres Stick- 

stoffatom unterbrochen sein kann. oder Amino, das gegebenenfalls durch ein oder zwei Acylgruppen. 
Alkoxy- oder/und Aralkoxycarbonylgruppen. Hg N-CO. Alkyl-. Aralkyl oder/und Arylcarbamoylgruppen 
substituiert ist; oder Wasserstoff Carboxy, Alkoxycarbonyl. Carboxamido oder Halogen, und 

30 R7 Alkyl, ThioalkyI oder Aralkyl, gegebenenfalls substituiert durch Hydroxy. Carboxy. SO3H oder PO3H2 

Oder Amino, das gegebenenfalls durch eine oder zwei Alkylgruppen substituiert ist, die wiederum durch 
Hydroxy. Carboxy, SO3H. Dialkylphosphinyl oder PO3H2 substituiert sein konnen. wobei mindestens 
R6 und/ Oder R"^ eine Aminogruppe darstellt. und 

35 R8 eine Alkyl oder Aralkylgruppe, die gegebenenfalls durch Hydroxy. Carboxy. SO3H oder PO3H2 substi- 

tuiert sein kann 
Oder wobei 

R7 und R8 zusammen eine gesattigte oder ungesattigte Kette mit 3 oder 4 Gliedern aus Stickstoffatomen oder aus 
40 Kohlenstoffatomen und gegebenenfalls einem oder mehreren Stickstoff- oder Schwefelatomen. wobei 

Kohlenstoffatome gegebenenfalls substituiert sind durch Alkyl. Alkoxy. Alkylthio. Hydroxy. Aralkyl. Aryl. 
Carboxy, CarboxamkJo. Alkoxycarbonyl, Cyano. Halogen. Amino, das gegebenenfalls durch einen oder 
zwei gegebenenfalls einen oder mehrere Hydroxy-. Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragende 
Alkylreste substituiert ist. und wobei Stickstoffatome, die nicht uber eine Doppelbindung gebunden sind. 
45 durch Alkyl oder Aralkyl gegebenenfalls durch Hydroxy, SO3H. PO3H2, Carboxy oder Dialkylphosphinyl 

substituiert. substituiert sind oder zwei benachbarte Kettensubstituenten gegebenenfalls eine Alkylen- 
gruppe bilden, die ihrerseits gegebenenfalls mit Aryl substituiert oder anelliert ist 

sowie gegebenenfalls entsprechende tautomere Formen und deren Saize 
so Hierbei bedeutet "Alkyl" - auch in Alkylthio-. Dialkyl-phosphinyl-, Alkylcarbamoyl- und Aralkylresten - einen gerad- 

kettigen oder verzweigten Alkylrest mit 1-6, vorzugsweise 1-4 C-Atomen. Beispiele sind die Methyl-, Ethyl-. Propyl-. 
iso-Butyl- Oder tert.-Butylgruppe. 

Wenn eine /Vminogrupe durch 2 Alkylreste substituiert ist. konnen diese Reste auch so zu einem Ring geschlossen 
sein da3 sie insgesamt einen durch ein Stickstoffatom unterbrochenen Ring darstellen. Bevorzugt s.nd hierbei solche 
Aminogruppen. die einen insgesamt 5- oder 6-gliedrigen Ring darstellen und der seinerseits gegebenenfalls durch 
Sauerstoff Schwefel oder Stickstoff unterbrochen ist. Besonders bevorzugt ist der Morpholmorest. 

"Alkoxy" - auch in Alkoxy- und Aralkoxycarbonylresten - steht fur einen geradkettigen oder verzweigten Alkoxyrest 
mit 1 - 6 vorzugsweise 1 - 4 C-Atomen. Beispiele sind die Methoxy. Ethoxy-, Pfopyloxy-. iso-Butyloxy- oder tert.- 
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Butyloxygruppe. 

"Aryl" - auch in Arylcarbamoylgruppen - bezeichnet einen Kohlenstoffaromaten- oder Heteroaromatenrest. vor- 
zugsweise einen solchen mit 6 - 10 Ring-Atomen, insbesondere die Phenyl- und die Naphthylgruppe, die zusatzlich 
noch durch AlkyI, Alkoxy oder/und Halogen substituiert sein konnen. Besonders bevorzugt ist der Phenylrest. 
s Ein "Aralky!"-Rest - auch in einer Aralkylcarbamoylgruppe -bedeutet einen Rest, be! dem eine wie vorstehend 

definierte Alkylgruppe durch einen wie zuvorcharakterisierten Arylrest substituiert ist. Bevorzugt ist die Benzylgruppe: 

Ein "Aralkoxy"-Rest. beispielsweise in Aratkoxycarbonylgruppen, bezeichnet einen Rest, bei dem eine wie vorste- 
hend definierte Alkoxygruppe durch einen wie zuvor charakterisierten Arylrest substituiert ist. Bevorzugt ist die Ben- 
zyloxygruppe, 

10 -Halogen" steht fur die Reste Fluor, Chlor. Brom und Jod. Fluor und Chlor sind bevorzugt. 

Eine Acylgruppe bezeichnet einen Carbonsaurerest, der AlkyI-, AralkyI- oder Arylreste enthalten kann. Bevorzugt 
sind Acetyl-, Phenylacetyl- oder Benzoylreste. 

Unter einer Alkylengruppe wird eine geradkettige oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasser- 
stoffkette aus 3 - 5, vorzugsweise 3 oder 4 C-Atonnen mit zwei freien Bindungsstellen verstanden. 
'5 Beispiele sind -CH2-CH=CH-. 



-CH-C-CHa", -^H-CH-CH-, 



-{CH2)4- Oder -CH=CH-CH=CH-. 

Bevorzugt sind der Butadiendiylrest (-CH=CH-CH=CH-) und der Tetramethylenrest (-(CH2)4-)- 
Ein Alkenylrest ist ein geradkettiger oder verzweigter Kohlenwaserstoffrest aus 2-5 C-Atomen mit mindestens 
25 einer Doppelbindung. Bevorzugt Ist beispielsweise der Vinylrest. Unter einer Dialkylphosphinylgruppe wird der Rest 

0 

30 - MkyI 

Alky/ 

verstanden, wobei AlkyI die zuvor gegebene Bedeutung hat. Bevorzugt ist der Dimethylphosphinylrest. 

35 Als Saize von S03H, PO3H2 und Carboxyresten konnen Alkali- oder Erdalkalisaize oder Ammoniumsaize einge- 

setzt werden. Unter Alkalisalzen werden Lithium-, Natrium-, Kalium-, Rubidium- und Casiumsatze verstanden, wobei 
Lithium-, Natrium- und Kaliumsaize, vor allem aber Natrium- und Kaliumsaize bevorzugt sind. Erdalkalisaize sind solche 
des Berylliums, Magnesiums, Calciums, Strontiums oder Bariums. Bevorzugt sind Magnesium- und Calciumsaize, 
wobei Calciumsaize besonders bevorzugt sind. Als Ammoniumsaize konnen sotche des unsubstituierten Ammonium- 

40 ions, NH4-^, Verwendung finden. Es ist aber auch moglich, solche Ammoniumsaize einzusetzen, bei denen das Am- 
moniumion durch 1-4 AlkyI-, Aryl- oder Aralkylreste substituiert ist. Fur diese Reste gelten die zuvor gegebenen 
Definitionen. wobei als Alkylrest Methyl, Ethyl und n-Propyl, als Arylrest die Phenylgruppe und als Aralkylrest die Ben- 
zylgruppe besonders bevorzugt sind. 

Als Carboxamidoresl wird der Rest CONH2 verstanden, aber auch solche Reste, bei denen die Aminogruppe 

45 durch ein oder zwei gegebenenfalls einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragende 
Alkylreste substituiert ist. 

In den erfindungsgema3 eingesetzten Nitroso-Verbindungen der allgemeinen Formel 1! sind solche Verbindungen 
bevorzugt, in denen und eine gesattigte oder ungesattigte Kette wie oben beschrieben blldet. Besonders be- 
vorzugt ist dabei, wenn diese Kette ungesattigt ist und Doppelbindungselektronen und freie Slickstoffelektronenpaare 
so der ungesattigten Kette in Konjugation zu der Doppelbindung oder zu dem Brucken-N-Atom der allgemeinen Formel 
II stehen, so daO ein anellierter aromatischer Ring resultiert. 

Gegebenenfalls sind fur eine Substanz der allgemeinen Formel II auch tautomere Formen moglich. Diese sollen 
ebenfalls als von der allgemeinen Formel II umfaBt gelten, 

ErfindungsgemaR bevorzugt sind Nitrosoverbindungen der allgemeinen Formein 111 bis XII. 

55 
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sowie gegebenenfalls entsprechende tautomere Formen und deren Salze. 

Hierbei hat X-Y die gleiche Bedeutung wie zuvor beschrieben. R9, R^o. R" und R^^ die gleich oder verschieden 
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s,nd, fur Wassersto,,, Hydroxy, AlKy,, Alkoxy, A,Ky„h,o, AralKyI, Aryl, Carboxy, ^'-^-V-J^i^^ 
Amino das aeaebenenfalls durch ein Oder zwei gegebenenfalls einen Oder mehrere Hydroxy-, Carboxy oaer/una 
Sea bo^ylr^^^^^^^^^^^^ A.ky.reste subs,„u,e. is. oder Halogen, wobe, zwe, '^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

»in» Aiuwipnnruor^e bilden die ihrerseits gegebenenfalls mil Aryl substiluiert Oder anelliert ist und R'-^ AlkyI Oder Araikyi 
I^^T^:tT9l^^^^^^^^ Hydroxy. Carboxy, SO3H, PO3H, oder D,a,Mphospbinyl subsmu,ert sa.n Kar.n. 

Def nitionen der Reste enlsprechen den tur die Substanzen der allgemeinen Forrr^e I gegebenen - 
Besonders bevorzugtlur die erfindungsgema3e Verwendung sind Substanzen der allgemeinen Forr^eln III, V V 
VII Vm und IX qegebeneofalls entsprechendo lautomere Formen und deren Salze. Ganz besonders bevorzugt sind 
^Ich^Substanzen jn denan X-YdieLdeu,ung N=CRBhat ^ 

he^rragond gee.gnet ,ur die orfindur^gsgomaBe Verwendung haben sich Insbesondere 
3.NitCoso 2 methy|.pyrazolo-[1.5al.pyrldln, 3-Nitroso-pyrazolo.[1.5a).pyndin ur,d 3-N.trosopyrazolo [3.2-cl-s-U.azol 

""rv-c^^irdirsr^^^^^^ 

der zu untersucheoden Probe und der PQQ-abhangigen Dehydrogenase in Kontakt gebracht. In EP-A-O 354 441 und 
fp-A 0 il 222 wird beschrieben, da3 Oxidasen und nicht-NAD-abhangige Dehydrogenasen aromatischa Nit^so- 
verb^nlZn 2U elektronenrelchen aromatischen Arr^inoverbindungen reduzieren, d,e ^'^^"^ '^^9^- 

benden Kupplunasreagenz und einerr, Oxidationsmlttel durch oxidative Kupplung nachgew.esen werden. 

Uberraschenderweise hat es sich herausgestellt, daB in Anwesenheit eines nichtox,dat,ven farbb.ldenden Nach- 
weisyeaqenzes S^^^^^ Iminoverbindungen und einer PQQ-abhangigen Dehydrogenase, e.ne aromafsche Nitro- 
rreZdung untLr AnaSLidatlon nicht die vollstandige, durch eine PQQ-abhangige Dehydrogenase kata ys.erte 
enzymmfsche Bedukton zurr, elektronenreichen aromatischen Amin durchlauft, sondern da3 e,ne nach e.ner te.lwe.sen 
enzj'atisc^^n Reduktion entstehende Iminozwischenstuta durch das nicht^xidatK,a farbb.ldenda Nachwa.sreagenz 

^''rcrZras"ctndtrr%Tre^ aror^atische Nitrosoverbindungen gew.h.^erden, die schon 

einarchro^nornan Res^ diese arorr^atischen Nitrosoverbindungen in Gogenwarl einar PQQ-abhang,gan Da- 

Zrooa^zrr zur tarbigen minoverbindung reduziert werden, die enzymatische WeiterreduW-on zum aromati- 
sSen Aminirn wasZlichen a^ unterbleibt, sodaB auch die tarbige Ir^inoverbindung selbst ohne die Notwend,gka,t 
S RaaZ mu arm farbgabanden Nachwaisreagenz als Maf3 .Or die Menge des Analyten bes.immt warden kann. 
?aSe tor emsprac^^ende erfindung^^ ainsatzbare chromogene Nitrosoverbindungen werden unten gegeben. 

SSldlSndbraL^ 
sieanevonPQQ^bhl^^^ 

die NitrosoaruDDe zu sein, die an einen elektronenreichen aromatischen Rest gebunden isi. ... . , ,„ 

Es wi^^ ve'rmutat. dTo die Raaktion nach folgandam Raaktionsschema am Baispiel das N.trosoan.l.ns dargsstellt 

werden kann: 
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25 Die aromatlsche Nitrosoverbindung (1) wird unter Oxidation des Analyten zum aromatischen Hydroxylamin (2) 

reduzlert. dieses spaltet spontan Wasser ab, wodurch eine chinoide Iminozwischenstufe (3) entsteht. Bevor diese 
weiter enzymatisch durch die PQQ-abhangige Dehydrogenase zum aromatischen Amin reduziert wird. wie es aus EP- 
A-03 54 441 und EP-A-0 441 222 bekannt ist, kann sie beispielsweise durch ein Kupplungsreagenz (HR) abgefangen 
und als farbiges Kuppiungsprodukt (4) kolorimetrisch bestimmt werden oder sie enthalt den chromogenen Rest des 

30 Kupplungsproduktes schon in der Ausgangsverbindung (5) und kann so nach enzymatischer Reduktion direkt als far- 
bige Iminoverbindung (4) kolorimetrisch bestimmt werden. 

Oberraschend ist, dal3 spezifisch bei der Verwendung von PQQ-abhangigen Dehydrogenasen die Iminozwischen- 
stufe (3) erfindungsgema3 mit einem Nachweisreagenz abgefangen oder direkt nachgewlesen werden kann. ohne 
da3 die weitere aus EP-A-0 354 441 bekannte enzymatische Reduktion zum Amin erfolgt. Denn bei Verwendung von 

3S flavinabhangigen Oxidasen. die gemafl EP-A-0 354 441 ebenfalls aromatische Nitrosoverbindungen reduzieren. ge- 
lingt Gin Nachweis der Iminozwischenstufe nur 2U einem geringen Teil, wahrend der groSte Teil der Iminozwischenstufe 
unter Analytoxidation sehr schnell enzymatisch zum aromatischen Amin weiterreduziert wird. 
ErfindungsgemafB kann der Nachweis der Iminoverbindung uber ihre Eigenfarbe ertolgen. 

Erfindungsgema3 kann der Nachweis der chinoiden Iminoverbindung auch mit einem farbgebenden nicht-oxlda- 

40 tiven Reagenz erf olgen. Farbgebend heiBt, daB durch Reaktion des f arbbildenden Reagenzes mit der I minoverbindung 
eine farbige Substanz erhalten wird. deren Absorptionsmaximum verschieden Ist von dem der eingesetzten Nitroso- 
verbindung und des farbbildenden Reagenzes vor der Reaktion. Unter einem nicht-oxidativen farbgebenden Nach- 
weisreagenz wird verstanden, daB das Nachweisreagenz mit einer nachzuweisenden Verbindung unter Farbbildung 
reagiert, ohne da(3 das Nachweisreagenz auf die nachzuweisende Verbindung oxidierend wirkl, (z, B. durch ein im 

45 Nachweisreagenz enthaltendes zusatzliches Oxidationsmittel). 

Der Nachweis der in dem erfindungsgemaBen Verfahren entstehenden Iminoverbindung kann durch Reaktion 
eines farbbildenden Kupplungsreagenzes mit der Iminoverbindung ertolgen. Dabei wird eine farbige Substanz erhalten. 
die die iminoverbindung als Teilstruktur enthalt. Der Nachweis kann aber auch so ertolgen. daB die Iminoverbindung 
ein LeukofarbstoffmolekOl zu einem farbigen Molekul oxidiert. 

so Moglich ist auch die Kombination beider Nachweisprinzipien. indem ein Kupplungsreagenz mit einem Molekul der 

nachzuweisenden Iminoverbindung zu einem nicht-farbigen LeukofarbstoffmolekOl kuppelt, das durch ein weiteres 
Molekul der Iminoverbindung zu einem Farbstoff oxidiert wird. 

Solch farbgebende Nachweisreagenzien fur Iminoverbindungen sind in groBer Vielzah! bekannt. Prinzipieli kom- 
men beispielsweise alle Substanzen in Betracht. die mit oxidierten p-Phenylendiaminderivaten unter Farbbildung rea- 

ss gieren. 

Beispiele fur farbgebende Kupplungsnachweisreagenzien sInd aromatische Verbindungen. vorzugsweise Phenol- 
und Naphtholverbindungen. die mit guten Abgangsgruppen, substituierl sind und damit diese Abgangsgruppen leicht 
und sehr schnell unter Farbbildung durch die nachzuweisende Iminoverbindung substituieren konnen. Bevorzugte 
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Beispiele sind l-Naphthol-A-sulfonsaure, 2,4,6-Tribrom-3-hydroxybenzoesaure, 2,4-Dichlor-1-naphthol. Tatrazin oder 

°'^"n dim erfindungsgemaRen Verfahren sind zum Nachweis der Iminoverbindung auch Nachweisreagenzien ein- 
setzbar, die nicht mit der Iminoverbindung kuppeln, sondern die unter Reduklion der Im.noverbindung zurn A^^'n e'ne 
5 farbige Verbindung bilden. Haufig geschieht dies unter Dimerisierung des Leukofarbsloffes. Gee.gnete Leuko arbs orte 
Sind dem Fachmann aus Nachweisvertahren fOr H,0, odor Peroxidase bekannt. Be,sp,e e ,ur «°^^';%Leu^°^^^^^^^ 
sind l-Naphthyiaminosulfonsauren, Triarylimidazole (DE-OS 2735690) Diaryllmidazole (US-P-4.91 9.890), Aminocar- 
bazole (DE-OS 2205733, 2338932) Oxazole.Thiazole(EP-A-0 167 973) u.a, 

Geeignet sind alle Leukofarbstofle. die aufgrund ihres Redoxpotentials in der Lage sind. Iminoverb.ndungen 2u 

reduzieren^^^^^ lassen sich die Nachweisprinzipien der Kupplung mit einem Kupplungsreagenz und der Oxidation eines 
Leukofarbsloffes kombinieren, indem als Kupplungskomponente fur Iminoverbindungen ein Reagenz eingesetzt wird. 
das mit der Iminoverbindung sine tarblose Leukoverbindung bildel. die erst durch ein zwertes Molekul der Iminover- 
b^g unter dessen Reduktion zum en.sprechenden aromatischen Amin zum Farbstolf oxid.ert w,rd. Die gebrauch- 
is llchsten aus der Farbfotografie sehr gut bekannten sogenannten -Kuppler" sind Phenole, Naphthole. Amime. Naph- 
,hylamir;e sowie deren Derivate und me.hylenaktive Verbindungen. Eine Ubersicht '^^'''^^^^J'XTJ^TJ^ S 
T H. James in 'The Theory of the Photographic Process" 3rd ed.. Mc Millan. New York, 1966, Chapter 17 auf den 

DaferfindungsgemaBe Verfahren vi^ird so durchgefuhrt. daU die zti untersuchende Probe mit einer PQQ^abhan- 
20 gigen Dehydrogenase, einer oder mehreren der vorstehend beschriebenen elektronenreichen aromat^chen Nrtroso- 
verbindungen und einem Nachweisreagenz fur Iminoverbindungen gleichzeltig konlakt.ert w.rd. ' ^'^ 

Analyten, der von der PQQ-abhangigen Dehydrogenase oxidiert wird. reagiert die aroniatische 
unter enzymatischer Reduktion zur entsprechenden Iminoverbindung. Diese reagiert mit dem farbb.Wenden Nach- 
weisreagenz, so da3 die entstehende Farbe mit der Konzentration des Analyten in der Probe korreliert warden kann. 
ss Die Farbmessung kann direktvisuell durch Vergleichsfarben Oder photometrischgeschehen. ^ n»H„i, 

Ein besonders einfaches Verfahren zum oxidativen Nachweis von Analyten liegt dann vor, wenn die durch Reduk- 
tion der aromatischen Nitrosoverbindung entstehende Iminoverbindung selbst farbig ist und nicht erst durch Kupplung 
mit einem farbgebenden Nachweisreagenz oder durch Oxidation eines Leukofarbstoffes nachgewiesen warden muR. 
Farbige Iminoverbindungen sind an sich wie oben beschrieben dem Fachmann aus der Farbfotographie und aus ana- 
30 Ivtischen Nachweisvertahren bekannt. .... , 

FOr das erflndungsgemaBe Verfahren zum oxidativen Nachweis eines Analyten durch direkte Messung einer far- 
bigen chinoiden Iminoverbindung haben sich Nitrosoanilinverbindungen der Formel XIII als direkte ^^romogene Elek^ 
tronenakzeptoren als besonders geeignet erwiesen. die zu einem farbigen Chinondiimin der Formel XIV reduziert 
werden. 



4S 



so 



XIII 





Ri in der allgemeinen Formel XIII bedeutet Wasserstoff . Hydroxy, Halogen, Alkoxy, Alkylthio, Aryloxy oder Arylthio, 
Alkyi gegebenenlalls substltuieil durch Hydroxy, Carboxy, PO,H, Oder SO3H. Amino 9^.9^^^^"^"^'^ ^^^ 
mehriach substiluien durch AlkyI, das wiederum gegebenenlalls durch Hydroxy. POaHg, Dialkylphosphinyl, SO3H 

Oder Carboxy substituierl sein kann 
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X-Y bedoutet NR^-CO oder Nr:CRS 

wobei und R^ die gleiche Bedeutung hat wie in der allgemeinen Formel li und 

A bedeutet eine gesattigte oder ungesattigte Kette aus drei Giiedern mit einem Stickstoff oder Schwefelatom und 
5 zwei KohlenstoffatomenoderzweiStickstoffatonnen und einem Kohlenstoffatom darstellt, wobei Kohlenstoftatome 

gegebenenfalls substituiert sinddurch AlkyI, Alkoxy. Alkylthio. Hydroxy. Aralkyl. Aryl. Carboxy. Carboxamido. Alk- 
oxycarbonyl, Cyano, Halogen. Amino, das gegebenenfalls durch einen oder zwei, gegebenenfalls einen oder meh- 
rere Hydroxy-. Carboxy-. oder/und Alkoxycarbonylreste tragende Alkylreste substituiert ist. und wobei Stickstoff- 
atome. die nicht uber eine Doppelbindung gebunden sind. durch Wasserstoff. Alkyl. gegebenenfalls substituiert 
10 durch SO3H, PO3H2. Carboxy oder Dialkylphosphinyl. oder durch Aralkyl substituiert sind oder zwei benachbarte 

Kettensubstituenten gegebenenfalls eine Alkylengruppe bilden, die ihrerseits gegebenenfalls mit Aryl substituiert 
Oder anelllert ist, 

sowie gegebenenfalls entsprechende tautomere Formen und deren Salze. 
IS Die Bedeutung der einzeinen Substituenten ist dabei die gleiche wie in den Verbindungen mit der allgemeinen 

Formel II. 

Bevorzugte Reste fur sind dabei Wasserstoff und Alkyl und fur X-Y die Gruppe N=CR^ 

Besonders bevorzugtbildet Amitdembenachbarten Heterocyclus einen Imidazol, Triazol- Benzimidazol-, Thiazol- 
Oder Dihydroimidazol-Ring, dessen Kohlenstoffatomedie in der allgemeinen Definition von A gegebenen Substituenten 
20 tragen konnen. Ganz besonders bevorzugt ist dabei der Imidazolring. 
Besonders bevorzugte Verbindungen sind: 

1) (2.4-Dimethyl-pyrazolo-[1 .5a]-imidazol-3 -yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 

2) (4-Methyl-pyrazolo-[1 .5a]-imidazol-3-yl)-(4-nitroso-phenyl)-amin 

25 3) (4-(Dimethylphosphinylmethyl)-2-methyl-pyrazoio-[1 .5a]-imidazol-3 -yl)-(4-nitrosophenylamin) 

5) (5.6 Dihydro-4-dimethylphosphinylmethyl-2 methyl-pyrazolo-[1 .5a]imidazol-3-yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 

6) (4-(Dimethylphosphinylmethyl-2-methyl-pyrazolo[1.5a]imidazo!-3-yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 

7) (2.6 Dimethyl-4-dimethylphosphinylmethyl-pyrazolo-[3.2cl-s-triazol-3-yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 

30 Wird das erfindungsgemaRe Verfahren so durchgef uhrt. da3 durch Reduktion der aromalischen Nitrosoverbindung 

direkt eine farbige Chinondiiminverbindung der Forme! XIV enlsteht, so wird die zu untersuchende Probe mit einer 
PCXl-abhangigen Dehydrogenase und einer oder mehreren elektronenreichen aromatischen Nitrosoverbindungen der 
allgemeinen Formel Xlil gleichzeitig kontaktiert. Enthalt die Probe einen Analyten. der von PQQ-abhangigen Dehy- 
drogenasen oxidiert wird, reagiert die elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindung zum entsprechenden farbigen 

35 Chinondiimin. Der zusatzliche Elektronenreichtum des an den chromogenen elektronenreichen Pyrazolring ankonden- 
sierten Ringes A bewirkt, daB uberraschendenweise die gebildete Chinondiiminverbindung nicht mehr weiter enzyma- 
tisch zum entsprechenden Amin reduziert wird, sondern daf3 die farbige Chinondiiminverbindung direkt in Form einer 
Lichtabsorptionsmessung gemessen und mit der Konzentration des Analyten in der Probe korreliert werden kann. Um 
eine schnelle enzymatische Reduktion der chromogenen aromatischen Nitrosoverbindungen zu erzielen, ist es be- 

40 sonders vorteilhaft. wenn diese ausreichend gut loslich sind. Besonders vorteilhaft fur das erfindungsgemafBe Verfah- 
ren beim Einsatz von chromogenen Nilrosoaromaten der Formel Xlll isl es, wenn deren Konzentration in Losung 
mindestens lO'^ mol/l. bevorzugt, mindestens 10-2 hdoI/I, betragt. 

Eine gute Loslichkett kann insbesondere dadurch erreicht werden. daR die chromogene Nitrosoverbindung mit 
hydrophilen Gruppen versehen wird. 

45 Entsprechend ausnehmend gut im erfindungsgemaOen Verfahren geeignete chromogene Nitrosoverbindungen 

sind beispielsweise die vorstehend genannten Verbindungen 3,4 und 7. 

Das Verfahren kann in einem sogenannten Nafitest, zum Beispiel einer KOvette oder als sogenannter Trockentest 
auf einem entsprechenden Reagenztrager durchgefuhrt werden, wobei die notwendigen Testreagenzien auf einem 
Testtrager insbesondere einem saugfahigen oder quellbaren Material vorliegen. Solche Testtrager sind zum Beispiel 

so aus DE-A-3 247 608, EP-A-0 262 445 oder EP-A-0 256 806 bekannt. 

Ein werterer Gegenstand der Erfindung ist ein Mittet zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten durch en- 
zymatische Oxidation, wie es in den Anspruchen gekennzeichnel ist. Ein solches Mittel enthalt neben der fur enzyma- 
tische Oxidation des zu bestimmenden Analyten notwendigen PQQ-abhangigen Dehydrogenase und neben minde- 
stens einer aromatischen Nitrosoverbindung als direktem Elektronenakzeptor, der die bei der enzymatischen Oxidation 

55 des Analyten freiwerdenden Elektronen von dem PQQ/Dehydrogenase-System ubernimmt, weiterhin zusatzlich ein 
farberzeugendes nichtoxidalives Nachweisreagenz fijr Iminoverbindungen. 

Als PQQ-Dehydrogenasen. aromatische Nitrosoverbindungen und farbbildende Nachweisreagenzien fur chinoide 
Iminoverbindungen werden die vorstehend fur das erfindungsgema3e Verfahren beschriebenen Sloffe eingesetzt. 
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Werdon in den erfindungsgemaOen Verfahren elektronenreiche aronnatische Nitrosoverbindungen der Formel XIII ein- 
gesetzt. die einen am Anilinstickstoff gebundenen chromogenen Rest schon enlhalten, so enthalt das Mittel vorteil- 
haftenweise kein farberzeugendes Nachweisreagenz fur Iminoverbindungen, da das bei Reduktion entstehende Chi- 
nondiimin der Formel XIV schon tarbig ist. 
5 Zur Einhaltung eines fur die Durchfuhrung des Verfahrens geeigneten pH-Wertes, der sich insbesondere nach 

den einzusetzenden Enzymen und nach dem Nachweisreagenz fur die iminovcrbindung richtet. enthait das erfindungs- 
gemaBe Mittei em Putfersystem. Vorteilhafterweise enthalt das Mittei ein Puffersystem. das in der Testlosung einen 
pH-Wert zwischen 4 - 9 einstelit insbesondere vorteilhafi ist ein leicht saurer pH-Wert zwischen 5 und 6,5 

Das erfindungsgemaBe Mittei kann in Form einer Lbsung oder auf einem saugfahigen Oder queilbaren Trager 

TO autgezogen vorliegen. In Form einer Losung enthalt das Mittei vorzugsweise samtliche fur das erfindungsgemaBe 
Verlahren benbtigte Reagenzien. Als Losungsmittel kommen bevorzugt Wasser, aber auch Mischungen mit wasser- 
loslichen organischen Losungmittel. wie zum Beispiel Methanol, Ethanol, Aceton Oder DImethytformamid in Frage. Aus 
Haitbarkeitsgrunden kann es vorteilhaft sein. die fOr den Test bendtigten Reagenzien auf zwei Oder mehreren Losungen 
zu verteilen, die erst bei der eigentlichen Untersuchung vermischt werden. Zweckmaf3igerweise ist aber darauf zu 

15 achten, da3 die aromalische Nitrosoverbindung und das Nachweisreagenz fur Iminoverbindungen vor Testbeginn in 
einer Losung vorliegen Die Konzentration der eingesetzten aromatischen Nitrosoverbindungen richtet sich nach der 
Konzentration des zu messenden Analyten. 

Typische Konzentrationen fur die im erfindungsgemaBen Verfahren zu messenden Analyte sind 10-^ -lO'^ nnol/l, 
insbesondere 10'^ - 10'^ mol/l. Entsprechend sind typische Konzentrationen der eingesetzten Nitrosoverbindungen 

20 10"* - 10-'' mol/l. Um eine ausreichend schnelle enzymatische Reduktion zu erzielen sind Konzentrationen der Nitro- 
soverbindungen, insbesondere der chromogenen Nitrosoverbindungen der Formel XIV, von uber 10*^ mol/l besonders 
vorteilhaft. Die Konzentration der eingesetzten PQQ-abhangigen Dehydrogenase richtet sich nach deren Aktivitat und 
der Konzentration des Analyten. Typische Werte fur Enzymkonzent ration en sind ImU/ml - ItJ/ml bei Kuvettentests. 
Nachweisreagenzien fur Iminoverbindungen werden mindestens im stochiometrischen Verhaltnis zu den einge- 

25 setzten Nitrosoverbindungen eingesetzt, bevorzugt in einem 1,5 - 2-tachen UberschuB, 

Das erfindunsgemaf3e Mittei kann auch in Form eines Teststreifens vorliegen. Sotehe Teststreifen sind in verschie- 
densten Ausfuhrungsarten bekannt, zum Beispiel aus EP-A-O 016 387, DE-A-3247608, EP-A-O 262 445 oder EP-A- 
O 256 806. In einem Teststreifen liegen die zur Durchfuhrung des Bestimmungsverfahrens bendtigten Reagenzien auf 
festen Tragerschichten vor. Als Tragerschichten kommen insbesondere saugfahige und/oder quellbare Materialien in 

30 Frage, die von der zu untersuchenden Probenflussigkeit benetzt werden. Beispiele sind Gelatine, Cellulose oder Kunst- 
faservliese. In oder auf diesen Tragermaterialien liegen die Reagenzien in fester Form vor. Bei Aufgabe der Proben- 
flussigkeit auf den Teststreifen oder Eintauchen des Teststreifens in die Probenflussigkeit. bildet sich in den Streifen 
ein flussiges Milieu aus. innerhalb dessen die Nachweisreaktion ablauft. Die durch die Reaktion verursachte Farbbil- 
dung kann visuell oder photometrisch, zum Beispiel reflektionsphotometrisch ausgewertet werden. 

35 Die bevorzugten Konzentrationen der einzelnen Reagenzien auf Teststreifen betragen: 

Analyt typischerweise 10"^ bis 10"^ M 
Nitrosoverbindung IQ-^ bis 1M 
nichtoxidatives Nachweisreagenz lO^^ bis 1M 
40 Enzym 0,1 bis 100 U pro Testfeld 

Die vorliegende Erfindung bietet den Vorteil, daB keine unspezifischen Reduktionskatalysatoren wie Diaphorase 
Oder Methylphenazinlum-methosulfat zur Reduktion eines Elektronenakzeptors notwendig sind, sondern daB dessen 
Reduktion direkt uber ein spezifisches Analyt/Enzymsystem erfolgt. Storende Nebenreaktionen konnen so vermieden 

45 werden. Durch den Einsatz von Nitrosoverbindungen als Elektronenakzeptoren tritt keine Limitierung des Elektronen- 
akzeptors beispielsweise durch zu langsame Diffusion mehr auf, wie dies bei Sauerstoff als Elektronenakzeptor der 
Fall ist. Pro Aquivalent der nachzuweisenden Iminozwischenstufe wird nur ein Aquivalent des Analyten oxidiert. Dies 
bewirkl eine hohe Empfindlichkeit des Analytnachweises. Ferner werden keine Oxidationsmittel fur die Reaktion mit 
einem farberzeugenden Reagenz benotigt. Deshalb kann auch die gesamte Nachweisreaktion ohne Storung in einer 

50 Stufe und in einer gemeinsamen Losung durchgefuhrt werden. Die groBe Bandbreite der einzusetzenden farbbildenden 
Nachweisreagenzien. unter anderem solche, die aus der Farbfotografie bekannt sind, eriaubt eine nahezu freie Aus- 
wahi der Wellenlange bei der die Messung durchgefuhrt werden soil und des Extinktionskoeffizienten der die Empfind- 
lichkeit der Messung bestimmt. 

Ganz besonders einfach gestaltet sich das erfindungsgemaBe Verfahren. wenn direkt eine farbige Iminoverbin- 

55 dung gebildet und eine Reaktion mit einem farbgebenden Reagenz -notig wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind neue chromogene Nitrosoanilinverbindung der Formel XIII 
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XIII 




I 



wobei 

20 



tuiert durch Alkyl. das wiederrum gegebenenfalls durch Hydroxy. PO3H2. bUgn ooe 
25 kann. bedeutet, und NRS -CO oder N=CR6 bedeutet 

X-Y NRS-CO Oder N=CR^ bedeutet. wobei 

RS wasserstoff. Alkyl gegebenenfalls substituler. durch Hyd«.xy, Carboxy. SO3H. PO3H,. Dialkylphosphinyl und 

RS Wasserstotf. Alkyl gegebenenfalls jeweils substi.ulert durch Hydroxy, Dfalkylphosphinyl, Carboxy. SO3H. 
POgHa ein Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl; oder 

das gegeberierifalls durch ein Oder zwe. Acylgruppen Alkoxy^^^^^^^ 

AraikyI- oder/und carbamoyigruppen substituiert ist; oder Wasserstoff. Carboxy. AiKoxycaru y 



30 



35 



55 



Oder Halogen und 



A eine ges^Ulgte oder unges.t.igte Ke„e aus dral -'^^-^--^ ^^^^ 

Kohlenstoftatomenoderzwei Stickstoffatomen Carboxamido. Alk- 

gebenenfalls substituiert sind durch Alkyl. Alkoxy. Alky I hio. ^f^^^^'^'^^^^ 

cxycarbor^yl, Cyano, Halogen. Amino das 9«f ''--f ^f^f "if,!'^^,: ^'^.'^^^^'i^^^^^ und wobei Stickstoff- 
rere Hydroxy-. Carboxy-. gegebenenfalls substituiert 

atorrie, die nicht Qber eine Doppelb.ndung Sebunden sind durch Wassers.o^^ 

durch Hydroxy, SO3H. Carboxy. POaH^oder 1 ihre sei,s gegebenenfalls mit Aryl 

nachbarte Kettensubstituenten gegebenenfalls eine Alkylengruppe bilden, die ihrersens g g 



substituiert oder anelliert ist. 



"• Bevorzugte Reste R, sind Wasserstoff und unsubstituiartes ^ 

Gruppe N=CR« wobei R« bevorzugt Wasserstoff oder unsubstituienes '^^^^^''^^zTLn^^ Thiazol- oder 

Bevorzugt bildet A mit dem benachbarten Heterocyclus e.nen m.dazoi. ^^^^^^^ Formel 111 entspricht. 
Dihydroimldazol-Ring. in denen die Bedeutung der R,ng-Subst,luenten denen der allgemeinen 
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Ganz besonders bevorzugt bildet A einen Imidazolrtng. 
Besonders bevorzugte Verbindungen sind: 

1 ) (2,4-Dimethyl-pyra20lo-[1 .5a]-imidazol-3-yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 
5 2) (4-Melhyl-pyra2olo-[1 .5 a]-imidazol-3 -yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 

3) (4-(DimethylphosphinylmethyI)-2-methyl-pyrazolo-[1.5a]-imidazo!-3yl)-(4-nitrosophenylam 

5) (5.6 Dihydro-4-dimethylphosphinylnnethyl-2 nnethylpyrazolo-[l .5a]-imidazol-3-yl)-(4-nitrosophenyl)-amin 

6) (4-(DimethylphosphinyImethyl-2-methyl-pyra2olo-[1.5a]imidazol-3-yl-(4-nitrosophenyi)-amin 

7) (2.6 Dimethyl-4-dimethylphosphinylmGthyl-pyrazolo-[3.2cJ-s-triazol-3 -yl)-(4-nitrosophGnyl)-amin 

10 

Die Herstellung der erfindungsgema^en Verbindungen der Formal XIII erfolgt nach an sich bekannten Methoden. 
wie sie von J.T. Hays et al. im J. Org. Chem. 32, 158 (1967) beschrieben wurden. Dazu warden Ether, bevorzugt 
Methylether, von p-Nilrosophenolderivaten unter Protonenkatalyse mit entsprechenden 3-Amino-heterocycien unnge- 
setzt. Unter Substitution der Methoxygruppe entstehen sekundare Amine der Formal XIII. 

IS Die venwendeten Heteroarylamine sind entweder in der Literatur beschrieben Oder konnen analog den bekannten 

Vertahren hergestellt werden. Insbesondere sind Aminoverbindungen. die als Grundbaustein Pyrazolo-Heterocyclen 
enthalten. in EP-A-O 433 854 beschrieben. 

Die als Zwischenprodukte benotigten Aminoverbindungen liegen in der Regel aus Haltbarkeitsgrunden als Saize 
von starken Sauren. z.B. Mineralsauren vor. Zur Umsetzung mIt p-Nitrosoanisolen werden bevorzugt die freien Basen 

20 der Aminoverbindungen eingesetzt, die man nach Oblichen Methoden z.B. durch Auflosen der SaIze in Wasser, Zugabe 
von Base bis zu einem pH 8-10 und Extraktion der freien Base mit einem organischen Losungsmittel beispielsweise 
Essigester Oder Methylenchtorid erhalt. Alternativ dazu kann man. insbesondere bei schwer extrahierbaren Aminover- 
bindungen folgendermaBen vorgehen; Man lost die Aminoverbindung in Methanol, gibt dann eine Base z.B. NaHCOa- 
Losung, Triethytamin usw. zu. bis der pH-Wert der Methanollosung auf einem nassen pH Papier etwa den Wert 5-6 

2s erreicht hat. AnschlieGend setzt man den zweiten Reaktionspartner. das p-Nitrosoanisol, zu. 

Beisplel 1 

Glucose-Bestimmung mit PQQ-abhangiger Glucose-Dye-Oxidoreductase und 1-Naphthol-Sulfonsaure als Kupp- 

30 lungsreagenz 

In einer Kuvette wurden gemischt: 



Citratpufter/Pyrophosphatpuffer (50mM) pH 7,5 


0.38 


ml 


N.N- Bis (2-hydroxyethyl)-4-nitrosoanilin (5mM in Puffer) 


0.40 


ml 


1-Naphthol-4-Sulfonsaure (10 mM in HgO) als Kupplungsreagenz 


0.20 


ml 


Probelosung (0-40 mM Glucose) 


0.01 


ml 



Der Test wurde durch Zugabe von 0,01 ml Enzymlosung (Glucose-Dye-Oxidoreduktase, EC 1.1.99,17. 900 U/mg, 
800 U/ml) gestartet und die Extinktionsanderung bei 606 nm gemessen. Konstante Extinktionswerte wurden nach 
maximal 5 Minuten erreicht (Figur 1 ). 

Belspiel 2 

Glucosenachweis mit PQQ-abhangiger Glucose-Dye-Oxidoreduktase und 2,4,6-Tribrom-3-hydroxybenzoesaure 
als Nachweisreagenz. 



MeBansatz (Endkonzentrationen) 


100 mM 


Citratpuffer pH 5,8 


10 mM 


2,4,6-Tribrom-3-hydroxybenzoesaure 


1 mM 


N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-4-nitrosoanilin 


10 U/ml 


Glucose-Dye-Oxidoreduktase 


0.1 M 


Natriumnitrat 


100-500 mM 


Glucose 



Mit zunehmender Glukosekonzentration wird eine zunehmende Bildung eines grunen Farbsloffes beobachlet 
(max.=700 nm, Figur 2). 
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Beispiel 3 

In gleicher Weise konnen die in Tabelle 1 aufgefCihrten weiteren Kuppiungsreagenzien fur Imine eingeselzt werden. 
Tabelle 1 gibt die nach der Kupplung des N,N-Bis{2-hydroxyethyI)-p-chinondiimins mit den autgefuhrtGn Kupplern er- 
haltenen Absorptionsmaxima wieder. 
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Tabelle 1 



5 





1 KuDoler 


1 Forte 




Benerkungen 


70 


1 N-Pnenyi-N-^tnvl-canino- 
1 Ktnv iDnosononsoure 


' DlQugrun 


7UQ 

) 


\ ^-^tnviontnroni iscjure 


I grun 


1 720 


scHGrfe 3onae 




1 JuloMatn 


! rurKis 


1 710 


Dreice Scnoe 




1 2.'4,5-Tr lDror7i-3-nvQroxy- 
! Denzoesoure 


, grun 

1 


705 

t 




75 


1 l-saontnol-2-sulfonsaurc 


I DlQU 




f 




3,4, 5-Tr imctnoxyoenzoe- 

soure 


Olougrun 


6X0 




20 


3«Mctnvl-i-onenvi-2- 
oyrazol ln-5-on 


vioiett 


565 






AcecessigsQireonllld 


orange 




oreitc oonQc , 




2 . ^< - D 1 cn I or - i-noon tno I 


Otau 


600 <670 sh) 


Dlelcni langsan 




M-Brom-2. e-dltnetny I -pncno I 


blou 


600 


StQDll 


25 


5-Ptietvf 1 oS- 1 50X020 Ion 


f t t0ttmr 
' I (CQCr 


565 






Benzoyiacetonitrtl 


rot (vioLett) 


515 


mtensiv. arillant 




CyonocetonU Id 


oronge-roT 


490 


] 


30 


CHj 


blau 


S9S 


brlllonie Faroe 


35 




blougrou 


590 


veroloQt zu geib 






QlQugrau 


605 


verolaQt zu grou-rocl icnl 


40 














violctt 


550 


scnwcne Paroung 












45 












Tortrozin 


griin 


610 


Nlscnfcroc 




Orange 1 


blQU 


ca. 650 




50 


CH3 


Oiou 


CO. 600 


t 



55 
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Beispiel 4 



Analog Beispiel 1 werden verschiedene in Tabelle 2 aufgefuhrte elektronenreiche aromatische Nilrosoverbindun 
gen eingeselzt. Tabelle 2 gibt die nach Kuppiung mit 1 -Naphthol-2-Sulfonsaure oder 1 -Naphthol-4-Sulfonsaure erhal 
tenen Farben bzw. Absorptionsmaxima an. 



20 



30 



ss 
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5 



: Nltrosoverolndung 


KuDOler :J 


Fart)c 




10 1 


S = 0 ! 
.^^^^-^ 1 


i-Naontnal-2-sulfon- ; 
SQure j 


violett 1 

1 
1 

i 


530 


1 N - 0 

i <x> 


l-Naontnol-Z-sulfon- i 

sdure r 

I 


Durour 


550 


IS p 

1 CH2-CH2-OH 1 

|°"*-<£>-<CH2-CH2-0H 

1 

20 \ 

1 


l-NQontnol-^-sulfon- 
sdure 


violett 1 

bis 

blau 


510 

1 
1 

1 




( 

25 


^ XHn-CHo-OH 
^ CH2-CH-CH2-CH1; 
OH 


l-Naontno I -4- su 1 f on- 
sdure 


m 


DIU 








i-Naontnol-u-sulfon- 
sGure 


m 


640 




30 


0 - N-^^-fQ-CHj 


l-Noontno 1-^4-50 If on- 
sQure 


■ m 


550 




35 ' 


0 - ^•(o)-'(^ 


i-Naontnol-a-sulfon- 
sdure 


m 


550 






^"''-<2>-''-CH2-CH2.0-CH3 


1-HOontno I -a-sul f on- 
sdure 


m 


595 




40 


CH3 


l-Naontnol-**-suHon- 
sdure 




605 




45 


0 - N-^O^O-CHj 
OCH3 


l-Naontnol-**-sulfon- 
SQure 


m 


520 




SO 


(JC2H5 
OC2H5 


l-Nflontno I -a-su< *on- 
sdure 


m 


550 1 

i 

I 
j 

i 


55 


0 

1 c^s 


i-NaDnrnol-**-sulfoi- 
sdure 


m 


500 1 



20 



EP 0 620 283 B1 



Beisp^e^ S 

Vergleich der Gtukosebestimmung miUels Nachweis von Iminoverbindungen durch reduktive Kupplungen zwi' 
schen PQQ-abhangiger GJucose-Dye-Oxidoreduktase und Glucose-Oxidase. 
In einer KOvette werden vorgelegt: 



100 mM 


Phosphatpuffer pH 7,5 


1 mM 


N,N-Bis-(2 hydroxyethyl)-4 nitrosoanilin 


10 mM 


1 -Naphthol-4-Sutfonsaure 


100 U/ml 


Glucose-DyeOxidoreductase 



Durch Zugabe von Glucose (0-60 mM) erhalt man entsprechende Mengen an Farbe (Figur 3). 

Wird die Glucose-Dye-Oxidoreductase durch die gleiche Menge Glucose-Oxidase ersetzt. erhalt man hingegen 
nur eine um den Faktor 8 geringere Farbausbeute. da ein GroBteil der gebildeten Chinondiimin-Zwischenstufe von 
Glucoseoxidase unter Verbrauch von Glucose zum Phenylendiamin weiterreduziert wird (f 'tgur 4). 

Belsplel 6 

Glucosebestimmung mit PQQ-abhangiger Gtucose-Dye-Oxidoreductase mittels reduktiver Bildung von farbigen 
Iminoverbindungen. 




GI U OOK 



(3) 

orange /ge lb 

Die Spektren von (3) und (3a) zeigt Figur 5. 



MeBansatz (Endkonzentration) 


200 mM 


Citratpuffer pH 6 


1 mM 


p-Nitrosoanilin (Nr. 3aus Tabelle 3) 


1 mM 


CaCl2 20 U/ml Mutarotase 


10 U/ml 


GIucose-Dye-Oxidoreductase 



Nach Zugabe verschiedener Glucosemengen zwischen 0 und 50 jiM Endkonzentration wurden 5 min. spater die 
Extinktionsanderungen gemessen (Figur 6) 

Analog werden die Verbindungen aus Tabelle 3 eingesetzt. Tabelle 3 gibt die Absorplionsmaxima der eingesetzten 
Nitrosoverblndungen und der entstehenden farbigen Chinondiime an. 



(3a) 
blau 
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Tabelle 3 



5 


Nr. 


StniMur 


LOslicfikait 
in 

Wassar 


0-Nitrosoaniltns 


cl«s 

Chinondtimins 


10 




^^^^^^^^ ^y^""" 


- 1 mM 


420 


015 


IS 


JL 




-ImM 


430 


500 


20 


I 






430 


620 


25 




11 




430 


620 


30 












3S 


5 


/-'-V 


- 0.1 mM 


420 


030 


40 






IQtM 


420 


610 


45 


1 




IQtM 


420 


617 


SO 


S 




0,2 KM 


430 


590 



55 

Beisplel 7 

Bestimmung der Enzymakttvitat einer PQQ-abhangigen Glucose-Dye-Oxidoreductase miltels reduktiver Bildung 
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piner farbiaen Iminoverbindung aus einer aromalischen Nitrosoverbindung. ■ ^ 

Die ,m Beispiel 6 beschriebene Reaktion kann auch zur Messung der Enzymaktivital einer PQQ-abhangigen De- 
hydrogenase benutzt werden. 



MefBansatz (Endkonzentrationen) 


200 mM 


Citralpuffer pH 5.8 


1 mM 


p-Nitrosoanilin (3) aus Beispiel 6 


ImM 


CaCIg 


30 mM 


Glucose 



Die kinetische Messung wurde mil 0-1 mU Glucose-Dye-Oxidoreduklase gestartet und die Farbanderung zeitlich 
gemessan (Figur 7) 

Beispiel 8 

(4-fDifnethvlphnsQhinvlmethvn-2-melhvl-Dvr a 7olo-l1 5a1-imida7ol-3-vl)-(4-nilrnsophenYi)-amin (3) 

13 7 9 3-Amino-2-methyl-4-(dimethylphosphinylmethyl)-pyra2olo-[1 .5al-imidazol Dihydrcx:hlorid werden in 350 ml 
Methanol gelost. Die Losung wird auf ca. 5 -C abgekuhit und mit konz. wassriger Natriumbikarbonatlosung versetzt. 
bis auf einerr, nassen pH-Papier ein pH-Wert von ca. 6 angezeigt wird. Dazu tropft man ,nnerhalb von 30 m,n e,ne 
Losung von 7.8 g p-Nitrosoanisol In 35 ml Methanol zu. Man ruhrt die Mischung 4 Stunden bei Raumtemperatur und 
haltdenpH-WertdurchZugabevonweltererNaHCOa-LosungaulS. -r ^ .i„„„M=,^ofi n»« Ki« 

Das Reaktbnsgemisch wird filtriert. mit ca. 1 50 ml Kleselgel vemfiischt und zur Trockene eingedampft. Das K.e- 
selgel wird au. eine Kieselgelsaule gepackt und das Produkt durch Eluieren mit Toluol/Methanol ^ '^oUertMa^ 
erhllt 10 3 g einer schwarzbraunen Masse, die emeut uber Kieselgel mit Methylenchlond/Methanol 12.1 chromato- 
graphiert wird. Man erhalt 4.9 g der Titelverblndung mit dem Fp. 204 " (unter Zersetzung). 
R, (Kleselgel) Toluol/Methanol 2 ; 1 = 0.3 
CHaCI^Methanol 12:1= 0.21 




Herstelluna des Ausaanosproduktes 



a) 4-Dimethylphosphinylmethyl-2-methyl-pyrazolo-(1.5a]-imldazol . , . „ r^i.^<,ihv,i 

37 g 2-Methyl-pyrazolo-[1 SaJ-imidazol (J. Het. Chem.lO. 441 (1973)) werden ,n 370 ml trockenem Dimethyl- 
forman^d gelost und mit 54.2 g Chlormethyl-dimethylphosphanoxid und 119 g K^'i^'^'^^^^^^'^'^^^'^'^^'!,^'- 
schung wird 10 Sid. bei 115 » (Badtemp.) geruhrt. Der Niederschlag wird abgesaugt und das F.ltrat e^igedampft^ 
Der ROckstand wird an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel Essigester/Methanol 2 : 1). Man erhalt insgesamt 
36.6 g der Titelverblndung als Mischung von braunen Kristallen und einem braunen Ol. DC (Kieselgel. Essigester/ 
Methanol 2: 1)R,= 0.2 

b) 3-Amino-4-dimethylphosphinylmelhyl-2-methyl-pyrazolo-[1 5aj-lmidazol x 2 HCl 

18 g der oben ertialtenen Verblndung werden in 25 ml konz. Salzsaure und 50 ml Wasser gelost. Dazu troplt 
man bei 0 • eine Losung von 6.2 g Natriumnitrit in 25 ml Wasser. Nach 30 min bei 0 • macht man die Losung durch 
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Zugabe von Natriumbicarbonatlosung leicht alkallsch und gibt dann portionswetse 21 .4 g Nalriumdilhionit zu. Man 
ruhrt das Gemisch noch 30 min und verselzt es mit einer Losung von17 g Di-tert.-butyldicarbonat in 100 nnl Dioxan. 
Die Reaktionsmischung wird uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrl. das Dioxan abdestilliert und der RQckstand 
mehrfach mit n-Butanol/Essigester 3 : 1 extrahiert. Der nach dem Trocknen und Eindampfen der organlschen 
5 Phase verbleibende Ruckstand wird in 320 ml mit HC! gesattigtem Methanol gelost. Man ruhrt noch 2 Stunden, 

kuhit im Eisbad ab und filtriert die ausgefallenen Kristalle ab. Es ergeben sich insgesamt 1 8. 1 g der Titelverbindung, 
DC (Kieselgel, Toluol/Methanol 3 : 1 ) R, = 0.1. 

Beispiel 9 

10 

K-Nitrosophenvn-2-methvl-(4-sulfopropvl-Pvra20lo-f1.5a1-imida zol-3-vlVamtn (4) 

Analog Beispiel 7 selzt man 3-Amino-4-sulfopropyl-pyrazolo-[1 .5a]-imidazol mit p-Nitrosoanisol in Methanol um. 
Die Reaktionsmischung wird filtriert und das Filtrat eingedampft. Der Ruckstand wird uber Kieselgel mit Toluol/Methanol 
15 2:1 chromatographien. Das Produkt wird dann zur weiteren Reinigung auf eine Saule mit dem Adsorberharz HP 20SS 
(Fa. Mitsubishi) gegeben und mit einem Stufengradienten von Methanol/Wasser 1 : 9 bis 2 : 8 eluiert. Man vereinigl 
die produkthaltigen Fraktionen, engt ein, nimmt in wenig Ethanol auf und fallt das Produkt durch Zugabe von Ether 
aus. Man erhalt das Titelprodukt in Form eines braunen Pulvers. 

DC (Kieselgel, Ethanol: R, = 0.6. Isopropanoi/Essigsaurebutylester/Wasser 5:3:2: Rr= 0.48) 

20 
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35 

Herstellung des Ausqanqsproduktes 

a) 2-Methyl-4-sultopropyl-pyrazolo-[1 .5a]-imidazo! 

2-Methyl-pyrazolo-[1 .5a]-imidazol wird mit Phenyldiazoniumsalz, das man in Oblicher Weise durch Diazolieren 

40 von Anilin erhalt, bei pH 2-5 umgesetzt. Das erhaltene 2-Methyl-3-phenylazo-pyrazolo-[1.5a]-imidazol (5.6 g) wird 

in 60 ml Dimethylformamid gelost. mit 3.4 g Propansulton und 7 g Kaliumcarbonat versetzt. Man ruhrt das Gemisch 
6 Std. bei 110 ^ gibt erneut 5 g Propansulton und 7 g Kaliumcarbonat hinzu und ruhrt weitere 8 Stunden bei 110 
V Nach dem Abkuhlen wird filtriert und der RQckstand zweimal gut mit Methanol gewaschen. Die Losung wird 
eingeengl und der Ruckstand chromatographisch an Kieselgel getrennt (Laufmiltel Essigester/Methanol/Wasser 

45 75: 15 : 10). 

Ausbeute: 5.3 g gelbbraune Kristalle 
DC (Kieselgel, Essigester/Methanol/Wasser 75 : 15 : 10) 
R, = 0.3 

50 b) 3-Amino-2-mGthyl-4-sulfopropyl-pyrazolo-[1.5a]-imidazol 

4.3 g der oben erhaltenen Azoverbindung werden in 40 ml Eisessig gelost und innerhalb 1 Stunde portions- 

weise mit 4 g Zinkpulver verselzt. Man ruhrt das Gemisch noch 30 min, saugt ab und dampft ein. Der Ruckstand 

wird mit 30 ml Essigester verrieben, abgesaugt und das Filtrat verworfen. Man erhalt 10.2 g eines graubraunen 

Pulvers, das zur Weiterverarbeitung rein genug ist. 
55 DC (Kieselgel. Essigester/Aceton/Eisessig/Wasser 5:2:2:1) 

R, = 0.14 
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Beispiel 10 

Analog zu Beispiel 8 oder 9 wurden die Verbindungen aus Tabelle 4 hergestellt. Die Syn.hose der Amlno-Aus- 
gangsverbindungen erfolgt auf folgend9 Welse; 

-n „ ^■.^,^n, .v..hinduna zu S i n T.he ll . 4 - 3.Am ,no-5,6.d,hydrc- 4-ciia...hylphosph,nYir.ethyl. 

P-meihYl-pyrazolo-[1 ,Sa1-imidazol Natriumacelat und 7 4 g p-Methoxybenzoldiazonium-tetraf- 

3,9 g 2-Methyl-pyrazolo-[1.5al-.midazolin 2^7 g N^'""7^i=,f'^' ^0 ' erhitzt Das Reaktionsgemisch 

ester/Ligroin 1:1-2.1. Essigester, tssigesiemvijum j rhinrmethvl-dimethylphosphanoxid am 

DC: n-Butanol/Eisessig/Wasser 2 : 1 : 1 Rf = 0.3 

b) HerstellungderAusgangsve*indungzu6inTabelle4:3-Amlno-4-dimethylphosphlnylmethyl-^^^^^^ 
DihydratvomFp. 192{Zersetzung) 

DC: Kieselgel. Isopropanol/Essigsaurebutylester/Wasser 50 : 30 : 20) 
R, = 0.38 

c) Herstallung dor Ausgangsverbindung zu 7 in TabeUe 4: 3-Arnino-2,6.dimethyM.dlr.ethylphosphiny|.pyrazolo. 
^'■^ 6'fflSmethyl-pyrazolo-[3.2c].s.triazol warden in 65 ml Dimethylformamid geiost und die Losung mit 3 9 g 

Essigestor/Methanol 4 : 1 ). Zur Versel.ung und DecartK>xyherung w.rd '1^^^'^"^;,^^™^^ 
unter RQckfluR erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird eingedampft. Man erhalt ein hellbraunes Ol. 
DC (Kieselgel Essigester/Methanol 2:1) 

SeLmwandlung des oben erha.tenen ProduKtes in die ^Aminove« e^^^^^^^ 
fur die entsprechende 3-Aminopyrazo!o-[1 .5al-imidazol beschr.ebenen Vedahren (Bb). Man erhalt die 
dung als Hydrochlorid vom Fp. 225 • (Zersetzung). 
DC (Kieselgel Essigester/IVIethanoI 3:1) 
R, = 0.2 
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5 



JO 


Struktur 


Fp. CO 


Bemerkungen 


15 


S 




212-215 
(2ers.) 


DC (Kieselgei) « 0.5 

£s sige ste r/ AcetofV G se ssig/Wasse r 

50 :25 : 12.5 : 12.5 


20 






222 • 224 


DC (Kieselgei) Rf - 0.19 
MeinylencMortd/Methanol 20 : 1 


25 


f 


H3C 


ab 132 
(Zers.) 


DC (Kieselgei) R, - 0.24 
Essigester/Meifianoi 4 : 1 



30 



Patentanspruche 

35 

1 . Verfahren zur kolorimetrischGn Bestrmmung eines Analyten mittels enzymatischer Oxidation des Analyten mit einer 
Oxidoreduktase in Gegenwart eines direkten Elektronenakzeptors aus der Gruppe der elektronenreichen aronna- 
tischen Nitrosoverbindungen und Bestimnnung des reduzierten Elektronenakzeptors durch Farbbiidung als Ma3 
fur die Menge des Analyten, wobei die elektronenreiche aromatische Nit rose verbindung unter Oxidation des Ana- 

40 lytenin Gegenwart einer PQQ-abhangigen Dehydrogenase zu einer Iminoverbindung reduziert wird, dadurch ge- 

kennzeichnet, daB die Iminoverbindung ohne enzymatische We it erred ukt ion zunn aromatischen Amin durch Farb- 
biidung uber ihre Eigenfarbe nachgewiesen wird. 

2. Verfahren zur kolorinnetrischen Bestimnnung eines Analyten mittels enzymatischer Oxidation des Analyten mit einer 
45 Oxidoreduktase in Gegenwart eines direkten Elektronenakzeptors aus der Gruppe der elektronenreichen aroma- 
tischen Nitrosoverbindungen und Bestimmung des reduzierten Elektronenakzeptors durch Farbbiidung als Ma3 
fur die Menge des Analyten, wobei die elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindung unter Oxidation des Ana- 
lyten in Gegenwart einer PQQ-abhangigen Dehydrogenase zu einer Iminoverbindung reduziert wird, dadurch ge- 
kennzeichnet. da3 die Iminoverbindung ohne enzymatische Weiterreduktion zum aromatischen Amin durch Re- 

so aktion mit einem nicht-oxidativen farbgebenden Nachweisreagenz durch Farbbiidung nachgewiesen wird. 

3. Verfahren gemaB einem der AnsprOche 1 Oder 2. dadurch gekennzelchnet. da3 als aromatische Nitrosoverbindung 
eine Verbindung der Formel I eingesetzt wird. 
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I 




wobei 

Wasserstoff. Hydroxy, Alkyl. AlkyI subslituiert durch Hydroxy. COOH Oder PO3H2. SOaH. Alkoxy. Alkylthio. 
Aryloxy. Arylthio, Halogen, oder Amino, Amino das ein- oder mehrfach durch Alkyl. Alkyl substituiert durch 
Hydroxy. PO3H2. Dialkylphosphinyl. SO3H oder COgH. substituiert ist. bedeutet und R2 

eine Hydroxygruppe. Alkylthio-. Alkoxy-, Aryloxy-. Arylthio- oder Alkylthiogruppe. wobei der Alkylrest seiner- 
seits durch eine Hydroxygruppe, eine Alkoxygruppe, eine Aminogruppe, eine ein- oder mehrfach durch Alkyl 
substituierte Aminogruppe. PO3H2, SO3H oder COgH als seiche oder in Salzform als Ammonium-. Alkali- oder 
Erdalkallsalze substituiert ist, bedeutet oder eine Anninogruppe NRW bedeutet, 

in der R3 und gleich oder verschieden sein konnen. und Wasserstoff, eine Aryl- oder Alkylgruppe. die 
ihrerseits durch eine Hydroxy-. Alkoxy-. Hydroxyalkoxy-, eine Polyalkoxygruppe, eine hydroxysubstituierte 
Polyalkoxygruppe. PO3H2. SO3H. COOH als solche oder In Salzform oderdurch eine Aminogruppe oder eine 
ein- Oder mehrfach durch Alkyl substituierte Aminogruppe substituiert sein kann, bedeutet. oder 

in der und R^ einen Alkylenrest darstellen konnen, oder einen Alkylenrest. der durch Sauerstoff, Schwefel 
Oder Stickstoffunterbrochen ist. wobei Stickstoff durch einen Alkyl-, HydroxyalkyI-. HydroxyalkoxyalkyI-, Alk- 
oxyhydroxyalkyl-. AlkoxycarbonylalkyI-. DioxanylylalkyI- oder Polyalkoxyalkylrest substituiert ist, der seiner- 
seits jeweils im Aikylteil durch einen Hydroxyrest substituiert sein kann. oder 

wenn Ri in ortho-Stellung zu NR^R^ steht, R3 oder R^ auch zusammen mit einen Alkylenrest darstellen 
kann. 

Verfahren gema3 einem der Anspruche 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet, daB als aromatische Nitrosoverbindung 
eine Verbindung der Forme! It eingesetzt wird. 




in der 

X-Y NR^-CO Oder N=CRS bedeutet, wobei 

r5 H. Alkyl, Alkyl substituiert durch Hydroxy Carboxy. SO3H, PO3H2, Dialkylphosphinyl 

R6 H. Alkyl, Alkenyl. Alkoxy. Alkylthio, Aryl. Arylthio. AralkyI, die jeweils durch Hydroxy. Dialkylphos- 

phinyl, Carboxy SO3H. PO3H2. ein Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl substi- 
tuiert sein konnen; oder 

Amino oder Amino, das durch einen oder zwei Alkylreste. die einen oder mehrere Hydroxy-. Carboxy 
oder/und Alkoxycarbonylreste tragen konnen. substituiert ist, wobei. wenn Amino durch 2 Alkylreste 
substituiert ist. diese Reste auch zu einem Ring geschlossen sein konnen. der auRer durch das N- 
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Atom der Aminogruppe auch durch Sauerstotf, Schwefel Oder ein weitares Stickslcftatom unter- 
b rhen se^ kann oder Am.no, oder Am.no das durch ein Oder zwei Acylgruppen, Alkoxy- ode / 
u d MalKcx carbonylgrupper., H, N-CO, Alky,-. AralKy,- oder/und Ary-carbarnoylgrup^^^^ subst.tu- 
ien ist; Oder Wasserstoff, Carboxy, Alkoxycarbonyl, Carboxamido oder Halogen .st und 

R7 Alkvl Thioalkyi Oder AralkyI, das durch Hydroxy, Carboxy, SO3H oder PO3H2 subslituiert sein kann, 

SAmS^erArn,no,dasdurcheineoderzwe,Alkylgruppensubs,itu,ert^^^^^ 
SdroxTcarboxy. SO3H, Dialkylphosphinyl oder PO3H2 subs.i.uiert se,n konnen, bedeu.e.. wobe. 
mindestens und/ oder eine Aminogruppe darstellt 

R8 eine AlkyI- oder Aralkylgruppe darstellt. die durch Hydroxy, Carboxy. SO3H oder PO3H2 substituiert 

sein kann 
Oder wobei 

nr und Ra eine gesatligte oder eine ungesattigle Kette mit 3 oder 4 Gliedern aus 

Kohlenstoftatomen oder aus Kohlens,o«a,omen und einem Oder ^^^^^Th A M ^^^^^^ 
felatomen darstellt, wobei Kohlenstoflatomo substituiert sein konnen durch Alkyl. Alk^ Alkymo. 
ISr^y AralkyI. Aryl. Carboxy, Carboxamido, Alkoxycarbonyl, Cyano, Halogen, Arr^ino Amino. 
2^sdurche^en Oder zwei Alkylreste, die einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- °de^ '""f A^^ 
ScarSiy reste tragen konnen. substituiert ist, und wobei Stickstoflatome, die n'ch uber e.ne 
Dopp Ilb'dung gebunden sind. durch Alkyl oder AralkyI, oder D-^^y'P^-P^'"^' ^^'^l^'^ ^'"^ 
S^sr zwei benachbarte Kettensubstituenten eine Alkylengruppe bilden. die .hrerse.ts mit Aryl sub- 
sUtuiert Oder anelliert sein kann. 

sowie entsprechende tautomere Formen und deren Salze. 

Venahren gema. Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da3 als aromatische Nitrosoverbindung eine V^rbindung 
eingesetzl wird, in der R^ und R8 eine gesaltigle oder ungesattigle Kette bilden. 

Verfahren gemaS einem der Anspruche 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. da3 als aromatische Nitrosoverbindung 
eine Verbindung der Formel III - XII eingesetzt wird. 
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r< NO 






wobei R9, RIO, Rii undR''^, die gleich Oder verschieden sind, fur Wasserstoff, Hydroxy, Alkyl. Alkoxy. Alkylthio, 
Aralkyl. Aryl, Carboxy, Alkoxycarbonyl, Carboxamido. Cyano, Amino. Amino, das durch ein oder zwei Alkyl- 
reste, die einen oder mehrere Hydroxy-, Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragen konnen. substituiert 
ist, Oder Halogen stehen, wobei zwei benachbarte Reste eine Alkylengruppe bilden konnen, die ihrerselts mit 
Aryl substituiert oder anelliert sein kann 

und ^)ky) ocier Aralkyl darstellt, das durch Hydroxy. Carboxy, SO3H, PO3H2 oder Diaikylphosphinyl sub- 
stituiert sein kann. 

7. Verfahren gema3 Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daO das nicht-oxidatlve farbgebende Nachweisreagenz 
ein Kupplungsreagenz fur Iminoverbindungen ist. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, da3 als Kupplungsreagenz ein Phenol-, NaphthoU, Anllin- 
oder ein Naphthylannidenvat eingesetzt wird. 

9. Verfahren gema3 Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf3 als Kupplungsreagenz 2,4,6-Tribrom-3-hydroxyben- 
zoesaure. 2,4-Dichlor-1 -naphthol oder 1 -Naphthol-4-sulfonsaure eingesetzt wird. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daG die Iminoverbindung durch Oxidation eines Leuko- 
farbstotfes zu einem Farbstoff nachgewiesen wird. 

11. Verfahren gemaO Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. da3 als Leukofarbstotf Diary limidazole, Triarylimidazole 
Oder Naphthylamine verwendet werden. 

12. Verfahren gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 eine aromatische Nitrosoanilinverbindung der allge- 
meinen Formel XIU 
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A ""l \ 

I I. 



ft' 



eingesetzt wird, in der 

Ri Wasserstott, Hydroxy. Halogen. Alkoxy. Alkyllhk), Aryloxy Oder Arylthio. AlkyI, AlkyI substituiert durch Hy- 
Sy Carboxy Po'h^. oder SO3H, Amino. Amino ein- Oder mehrfach substituiert durch AlkyI das w,e- 
derum durch Hydro^. POgH^ Dialkylphosphinyl, SO3H oder Carboxy substituiert se.n kann, bedeutet und 

X-Y NRS-CO Oder N=CR^ darstellt. wobei 

RS H, AlkyI. AlkyI substituiert durch Hydroxy. Carboxy. SOaH. PO3H2, Dialkylphosphinyl und 

RS H AlkyI Alkenyl. Alkoxy, Alkylthio, Aryl. Arylthio, AralkyI, die jeweils durch Hydroxy, Carboxy SO3H, POgHa. 
ein Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, oder Amino oder 
Amino das durch einen oder zwei Alkylreste, die einen oder mehrere Hydroxy-. Carboxy oder/und Alkoxy- 
carbonylrestetragen konnen. substituiert ist, wobei wenn Amino durch 2 Alkylreste substituiert ist, diese 
Reste auch zu einem Ring geschlossen sein konnen. der auRer durch das N-Atom der Aminogruppe auch 
durch Sauerstoff. Schwefel oder ein weiteres Stickstoffatom unterbrochen sein kann oder Amino oder Anii- 
no das durch ein oder zwei Acylgruppen. Alkoxy- oder/und Aralkoxycarbonylgruppen H2 N-CO^AIkyl-, 
AralkyI- oder/und Arylcarbamoylgruppen substituiert ist; oder Catboxy, Alkoxycarbonyl. Carboxamido oder 
Halogen ist und 

A eine gesattige oder ungesattigte Kette aus drei Gliedern mit einem Stickstofl- '^f ""^^^^^^ 
Kohlenstolfatomen oder zwei Stickstoffatomen und einem Kohlenstoftatom darstellt. wobei Kohlenstoffato- 
me substituiert sein konnen durch AlkyI. Alkoxy. Alkylthio, Hydroxy, AralkyI. Aryl, Carboxy. Carboxamdo, 
Alkoxycarbonyl. Cyano. Halogen. Amino. Amino, das durch einen oder zwei Alkylreste, die einen oder 
mehrere Hydroxy-. Carboxy-, oder/ und Alkoxycarbonylreste tragen konnen, substituiert ist, und wobei 
Stickstottatome. die nicht Obereine Doppelbindung gebunden sind, durch Wasserstoff. AlkyI, AlkyI substi- 
tuiert durch SO3H. PO3H2. Carboxy oder Dialkylphosphinyl. oder durch AralkyI substituiert s^d o^^^^ 
benachbarte Kettensubstituenten eIne Alkylengruppe bilden konnen. die ihrerseits mit Aryl substituiert oder 
anelliert sein kann, sowie entsprechende tautomere Formen und deren Salze. 

die enzymatisch zu einem farbigen Chinondiimin reagiert, das kolorimetrisch als MaB fur die Menge des Analyten 

bGstimmt wird. 

3. verlahren gemaB Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet. daB A mil dem benachbarten Heterocyclus einen Imi- 
dazol-, Triazol-. Benzimidazol-. Thiazol- oder Dihydroimidazol-Ring bildet. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 12 Oder 13, dadurch gekennzeichnet. daO die aromatische Nitrosoverbindung in einer 
Konzentration von hoherals 10"^ mol/l eingesetzt wird. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1-14, dadurch gekennzeichnet. dafJ als PQQ-abhangige Dehydrogenase 
Glukose-dye-oxidoreduktase zur Bestimmung von Glukose eingesetzt wird. 

6. Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten durch enzymatische Oxidation A"«'y'^" ^^'^f ^^^^^ 
Se PQQ-abhangige Dehydrogenase und eine elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindung, dadurch ge- 
kennze^hnet daB es weiterhin ein farbbildendes nicht-oxidatives Nachweisreagenz fur Im.noverbindungen ent- 
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halt. 

17, Mittel gema3 Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet. da3 es eine Nitrosoverblndung der allgemeinen Formel I 
enthalt. 



10 




IS 



20 



18, 



Wasse?stoff Hydroxy. Alkyl. AlkyI substituiert durch Hydroxy. COOH. PO3H2 Oder SO3H. Alkoxy. Alkylthio. 
Aryloxy. Arytthio. Halogen, oder Amino. Amino, das durch Hydroxy. PO3H2. Dialkylphosphtnyl. SO3H oder 
CO2H. substituiert ist. bedeutet 

und R2 

eine Hydroxygruppe, Alkoxy. Aryloxy-. Arytthio- oder Aikylthiogruppe bedeutet. wobeider Alkylrestseinerseits 
durch eine Hydroxygruppe. eine Alkoxygruppe, eine Aminogruppe. eine ein- oder mehrfach durch Alkyl sub- 
stltuierte Aminogruppe. PO3H2. SOgH oder COgH als solche oder in Salztorm als Ammonium-. Alkali- oder 
Erdalkalisalze substituiert sein kann, oder eine Aminogruppe NR^R* bedeutet, 

in der und gleich oder verschieden sein konnen. und Wasserstoft, eine Aryl- oder Alkylgruppe, die 
ihrerseits durch eine Hydroxy-. Alkoxy-. Hydroxyalkoxy-. Polyalkoxy-. eine hydroxysubstituierte Polyalkoxy- 
gruppe. PO3H2, SO3H oder COgH als solche oder in Salztorm oder durch eine Aminogruppe oder em- oder 
mehftach durch Alkyl substituierte Aminogruppe substituiert sein kann, bedeutet, oder 

in der R3 und R^ einen Alkylenrest darstellen konnen. der durch Sauerstoff . Schwetel oder Stickstoffunterbro- 
chen sein kann. wobei Stickstoff durch einen Alkyl-. HydroxyalkyI-. HydroxyalkoxyalkyI-. AlkoxyhydroxyalkyI-. 
AlkoxycarbonylalkyI-. Dioxanylyl -alkyl- oder Polyalkoxyalkylrest substituiert ist, der seinerseits jeweils im Al- 
kylteil durch einen Hydroxyrest substituiert sein kann, oder 

wenn Ri in ortho-Stellung zu NRW steht. R3 oder R'* auch zusammen mit einen Alkylenrest darstellen 
kann. 

Mittel gemafl Anspruch 16. dadurch gekennzeichnet. daG es eine Nitrosoverblndung der allgemeinen Formel II 
enthalt, 



45 



SO 




I I 



in der 

X-Y 

R5 



NR^-CO Oder N=CR^ bedeutet, wobei 

H. Alkyl. Alkyl substituiert durch Hydroxy. Carboxy. SO3H. PO3H2. Dialkylphosphinyl 
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o6 H AlkyI Aikenyl. Alkoxy. Alkylthio. Aryl. Aralkyl. die jeweils durch Hydroxy. Dialkylphosphinyl. Car- 

boxy, SO3H. PO3H2. ein Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl substituiert sein 
konnen; oder 

Amino Oder Amino, das durch einen oder zwei Alkylreste. die einen Oder mehrere Hydroxy-. Car- 
boxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragen konnen. substituiert ist. wobei. wenn Ammo durch 2 
Alkylreste substituiert ist, diese Reste auch zu einem Ring geschiossen setn konnen. der aufiet 
durch das N-Atom der Aminogruppe auch durch Sauerstoft. Schwefel oder ein weiteres Stickstoff- 
atom unterbrochen sein kann oder Amino, oder Amino, das durch ein oder zwei Acylgruppen. Alk- 
oxy- Oder / und Aralkyl- oder/und Aralkoxycarbonylgruppen. H2N-CO. Alky!-. Arylcarbamoylgrup- 
pen substituiert ist; oder Wasserstoff. Carboxy. Alkoxycarbonyl. Carboxamidooder Halogen ist und 

R7 Alkyl. ThioalkyI oder Aralkyl. das durch Hydroxy. Carboxy. SO3H oder PO3H2 substituiert sein kann. 

Oder Amino, i_ u -j 

Oder Amino das durch eine oder zwei Alkylgruppen substituiert ist. die wiederum durch Hydroxy, 
Carboxy. SO3H. Dialkylphosphinyl Oder PO3H2 substituiert sein konnen, bedeutet. wobei minde- 
stens R® und/ oder R^ eine Aminogruppe darstellt 

RQ eine Alkyl oder Aralkylgruppe darstellt, die durch Hydroxy. Carboxy, SO3H oder PO3H2 substituiert 

sein kann, oder wobei 

R7 und RS eine gesattigte oder eine ungesattigte Kette mit 3 oder 4 Gliedem aus Stickstoffatomen oder aus 
Kohlenstoftatomen oder aus Kohlenstoffatomen und einem oder mehreren Stickstoff- oder Schwe- 
felatomen darstellt, wobei Kohlenstoffatome substituiert sein konnen durch Alkyl, Alkoxy, Alkylthio, 
Hydroxy Aralkyl. Aryl. Carboxy. Carboxamido. Alkoxycarbonyl. Cyano. Halogen. Ammo. Ammo, 
das durch einen oder zwei Alkylreste. die einen oder mehrere Hydroxy. Carboxy- oder / und Alk- 
oxycarbonylreste tragen. substituiert Ist. und wobei Stickstoffatome. die nicht uber erne Doppelbm- 
dung gebunden sind. durch Alkyl oder Aralkyl, die substituiert sein konnen durch Hydroxy. SOgH. 
PO3H2 Carboxy oder Dialkylphosphinyl, substituiert sind oder zwei benachbarte Kettensubstitu- 
enten eine Alkylengruppe bilden. die ihrerseits mit Aryl substituiert oder anelliert sein kann. 

sowie entsprechende tautomere Formen und deren Saize, 

19. Mittel gema8 einem der Anspruche 16-18. dadurch gekennzeichnet. da3 es als nicht-oxidatives Nachweisreagenz 
tur Iminoverbindungen ein chromogenes Kupplungsreagenz tOr Iminoverbindungen oder einen Leukofarbstoff ent- 
halt. 

20, Mittel zur kolorimetrischen Bestimmung eines Analyten durch enzymatische Oxidation des Analyten enthaltend 
eine PQQ-abhangige Dehydrogenase und eine elektronenreiche aromatische Nitrosoverbmdung. dadurch ge- 
kennzeichnet. da3 die elektronenreiche aromatische Nitrosoverbindung eine Nitrosoanilinverbindung der Formel 
XIII ist. 




X I I t 



wobei 



Ri Wasserstoff, Hydroxy, Halogen, Alkoxy oder Alkylthio. Aryloxy, Arylthio. Alkyl, Alkyl substitujert durch Hy- 
droxy, Carboxy, PO3H2. oder SO3H. Amino, Amino, ein- oder mehrfach substituiert durch Alkyl, das wie- 
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derum durch Hydroxy. PO3H2 Dialkylphosphinyl. SO3H Oder Carboxy subslituiert sein kann. bedeutet und 
X-Y NR^-CO Oder N=CR^ darstellt, wobei 

R5 H, Alkyl. Alkyl substituiert durch Hydroxy. Carboxy. SO3H. PO3H2 Oder Dialkylphosphinyl 

r6 h Alkyi Alkenyl Alkoxy. Alkytthio, Aryl, Arylthio. AralkyI, die jeweils substituiert sein kdnnen durch Hydroxy. 
Dialkylphosphinyl, Carboxy, SO3H. PO3H2, em Salz eines dieser Saurereste oder/und Alkoxycarbonyl; oder 
Amino Oder Amino, das durch einen oder zwei Alkylreste. die einen oder mehrere Hydroxy-. Carboxy- 
oder / und Alkoxycarbonylreste tragen konnen, substituiert ist, wobei. wenn Amino durch 2 Alkylreste sub- 
stituiert ist diese Reste auch zu einem Ring geschlossen sein konnen. der auf3er durch das N-Atom der 
Aminogruppe auch durch Sauerstoff. Schwefel oder ein weiteres Stic kstotf atom unterbrochen sein kann. 
Oder Amino, oder Amino, das durch ein oder zwei Acylgruppen. Alkoxy- oder/und Aralkoxycarbonylgrup- 
pen. H2N-CO. Alkyl, AralkyI oder / und Arylcarbamoylgruppen substituiert ist; oder Carboxy. Alkoxycarbo- 
nyl, Carboxamido oder Halogen ist und 

A eine gesattigte oder ungesattigte Kette aus drei Gliedem mit einem Slickstoff- oder Schwefelatom und zwei 
Kohlenstoffatomen oder zwei Stickstoffatomen und einem Kohl en stotf atom darstellt. wobei Kohlenstottato- 
me substituiert sein konnen durch Alkyl. Alkoxy. Alkylthio. Hydroxy. AralkyI, Aryl. Carboxy, Carboxamido. 
Alkoxycarbonyl. Cyano. Halogen. Amino, Amino, das durch einen oder zwei Alkylreste. die einen oder 
mehrere Hydroxy Carboxy- oder/und Alkoxycarbonylreste tragen konnen. substituiert ist und wobei Stick- 
stoffatome dienicht uber eine Doppelbindung gebunden sind. durch Wasserstotf, Alkyl. Alkyl. substituiert 
durch SO3H PO3H2. Carboxy oder Dialkylphosphinyl. oder durch AralkyI substituiert sind oder zwei be- 
nachbarte Kettensubstituenten eine Alkylengruppe bilden. die ihrerseits eine Alkylengruppe bilden konnen. 
die ihrerseits mit Aryl substituiert oder anelliert sein kann. sowie entsprechende tautomere Formen und 
deren Salze. 

21. Miltel gema3 Anspruch 20. dadurch gekennzeichnet. daB A mit dem benachbarten Heterocyklus einen Imidazol-. 
Triazol", Benzimidazoi-. Thiazol- oder Dihydroimidazol-Ring bildet. 

22. Testtrager enthaltend ein Mittel gemaR einem der Anspruche 16-21 . 

23. Nitrosoanilinverbindungen der Formel XIII, 




XIII 



wobei 



R1 Wasserstotf Hydroxy Halogen, Alkoxy oder Arylthio. Alkyl, Alkyl substituiert durch Hydroxy. Carboxy. 
PO3H2 Alkyl. Dialkylphosphinyl oder SO3H. Amino. Amino ein- oder mehrfach substituiert durch Alkyl. das 
wiederum durch Hydroxy, PO3H2. SO3H oder Carboxy substituiert sein kann. bedeutet und 



X-Y NRS-CO Oder N=CR^ darstellt. wobei 

r5 H. Alkyl. Alkyl substituiert durch Hydroxy. Carboxy. SO3H. PO3H2 oder Dialkylphosphinyl 

R6 H. Alkyl. Alkenyl, Alkoxy. Alkylthio. Aryl. Arylthio. AralkyI. die jeweils durch Hydroxy. Dialkylphosphinyl. 
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Carboxy SO3H P03H2, ein Salz eines dieser Sau,eres,e oder/und Alkoxycarbonyl substituiert sein kon- 
Oder Halogen ist und 

duTh So!h PoTh^, Carboxyl, Dialkylphosphinyl Oder Aralkyl substituiert sind oder zwe, b^nachbarte Ke,- 
tensubaWuenL'eine A.kylengruppe bilden, die ihrersoits mit Ary. substituiert Oder anelhert se.n kann, 
sowie entsprechonde tautomere Fomnen und deren Salze. 

24. Nitrosoaninnverbindungen gemaO Anspruch 23, ^-adurch gekennzaichnet, da3 A benachbarten He.ero- 
cyklus einen Imidazol-. Triazol-, Benzimidazol-. Thiazol- oder D,hydro,m,dazol-R,ng bildet. 

25. Verwendung der Nitrosoanilinverbindungen gemaB einea. der AnsprOche 23 oder 24 zur kolorimetrischen enzy- 
matischen Bestimmung eines Analyten. 



Claims 
1. 



fnaMa^n me presence of a PQQ-dependent dehydrogenase to ar. imino compound where.n the .rnmo compound 
fs d^^re^by cotour^^^ v« iU intrinsic colour without further enzyr^atic reduCon ,0 an arorr^afc ann.ne. 

Method for the colorirr^etric determination of an analyte by means of «"-y--';= -^^ecUonllL^^^^^^ 
oxidoreductase in the presence of a direct electron acceptor from the group of the electron-rich aromatic niiroso 

^^'^olTanVdlLmin 

:L^;ri:epTereVLts^rpe=^^^^ 

fslCclerby'crur^^^^^^^^^ without further enzymatic reduction to an aromatic amine by reactK,n w,th a noo- 
oxidative chromogenic detection reagent. 

Method as claimed in one of the claims 1 or 2. wherein a compound of formula I is used as the aromatic nitroso 
compound 
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in which . , ut. 

denotes hydrogen, hydroxy, alkyl. alkyi substituted by hydroxy. COOH or PO3H2, SO3H. alkoxy. alkylthio, ary- 
loxy. arylthio. halogen, or amino, amino which is substituted once or several times by alkyl. alkyl substituted 
by hydroxy, PO3H2. dialkylphosphinyl, SO3H or CO2H. 

and R2 

denotes a hydroxy group, alkylthio. alkoxy. aryloxy. arylthio or alkylthio group in which the alkyl residue is 
in turn substituted by a hydroxy group, an alkoxy group, an amino group, an amino group substituted once 
or several times by alkyl. PO3H2. SO3H or COgH as such or in the form of a salt such as ammonium, alkali 
or alkaline earth salts, or it denotes an amino group NR^R^, 

in which R^ and R-* can be the same or different and denote hydrogen, an aryl or alkyl group which in turn 
can be substituted by a hydroxy, alkoxy. hydroxyalkoxy. a polyalkoxy group, a hydroxy-substituted poty- 
alkoxy group. PO3H2. SO3H, COOH as such or in the form of a salt or by an amino group or an amino 
group which is substituted once or several times by alkyl, or 

in which R3 and R^ can represent an alkylene residue or an alkylene residue which is interrupted if desired 
by oxygen, sulphur or nitrogen wherein nitrogen is substituted by an alkyl. hydroxyalkyl. hydroxyalkoxy- 
alkyl. alkoxyhydroxyalkyl. alkoxycarbonylalkyi, dioxanylylalkyi or polyatkoxyalkyi residue each ot which 
can in turn be substituted by a hydroxy residue in the alkyl moiety, or 

if R1 is in the ortho position in relation to NR3R4, R3 or R^ also together with R^ can represent an alkylene 
residue. 

fvlethod as claimed in one of the claims 1 or 2, wherein a compound of formula II is used as the aromatic nitroso 
compound. 



/ 



X 



in which 

X-Y denotes NR^-CO or N=CR®. wherein 

r5 denotes H. alkyl. alkyl substituted by hydroxy, carboxy. SO3H. POgHg. dialkylphosphinyl 

R6 denotes H, alkyl, alkenyl. alkoxy. alkylthio. aryl. arylthio. aralkyi, each ot which can be substituted by hydroxy, 
dialkylphosphinyl, carboxy. SO3H. PO3H2. a salt of one of these acid residues or/and alkoxycarbonyl; or 

amino or amino which is substituted by one or two alkyl residues which can carry one or several hydroxy carboxy. 
or/and alkoxycarbonyl residues, wherein if the amino is substituted by 2 alkyl residues, these residues can also 
be linked to form a ring which apart from the N atom of the amino group can also be interrupted by oxygen, sulphur 
or a further nitrogen atom, or amino, or amino which is substituted by one or two acyl groups, alkoxy or/and ar- 
alkoxycarbonyl groups. H2N-CO. alkyl. aralkyi. or/and arylcarbamoyi groups; or hydrogen, carboxy alkoxycarbo- 
nyl, carboxamido or halogen and 

R7 represents alkyl. thioalkyi or aralkyi which can be substituted by hydroxy carboxy. SO3H or PO3H2 or amino, 
or amino which Is substituted by one or two alkyl groups which in turn can be substituted by hydroxy, carboxy 
SO3H. dialkylphosphinyl or PO3H2. wherein at least R« and/or R"^ represent an amino group and 

R8 represents an alkyl or aralkyi group which can be substituted by hydroxy carboxy SO3H or PO3H2 
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or in which 

and represent a saturated or unsaturated chain with 3 or 4 nnembers of nitrogen atonns or of carbon 

atoms or of carbon atoms and one or several nitrogen or sulphur atoms wherein carbon atoms can 
5 be substituted by alkyi, alkoxy, alkylthio, hydroxy, aralkyl. aryl, carboxy, carboxamido, alkoxycarb- 

ony), cyano, halogen, Brmno, amino which is substttuted by one or two alky) residues which can 
carry one or several hydroxy, carboxy or/and alkoxycarbonyl residues and wherein nitrogen atonns 
that are not bound via a double bond are substituted by alkyI or aralkyl or dialkyl-phosphinyl. or two 
adjacent chain substituents form an aikylene group which in turn can be substituted by aryl or anel- 
lated 

as well as if desired the corresponding tautomeric forms and their salts. 

5. Method as claimed in claim 4, wherein a compound in which and R^ form a saturated or unsaturated chain Is 

'5 used as the aromatic nitroso compound. 

6. Method as claimed in one of the claims 1 or 2, wherein a compound of formula 111 - XII is used as the aromatic 
nitroso compound, 

20 



25 



30 





so 



55 
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TO 






20 



25 



(«;) 



in which 

30 

Rii and R^^arethe same or different and represent hydrogen, hydroxy, alky!, alkoxy, alkylthio, aralkyl. 
aryl. carboxy, alkoxycarbonyl. carboxamido, cyano, annino, amino which is substituted by one or two alkyl 
residues that can carry one or several hydroxy, carboxy or/and alkoxycarbonyl residues or they represent 
halogen, wherein two adjacent residues can form an alkylene group which in lum can be substituted by aryl 
35 oranellated 

and represents alkyl or aralkyl which can be substituted by hydroxy carboxy. SO3H. PO3H2 or dialkyl- 
phosphinyl. 

40 7. Method as claimed in claim 2, wherein the non-oxidative chromogenic detection reagent is a coupling reagent for 
imino compounds. 

8. Method as claimed in claim 7. wherein a phenol, naphthol, aniline or naphthylamine derivative is used as the 
coupling reagent. 

45 

9. Method as claimed in claim 7. wherein 2.4,6-tribromo-3-hydroxybenzoic acid, 2.4-dichloro-1 -naphthol or l-naph- 
thol-4-sulfonic acid is used as the coupling reagent. 

10. Method as claimed in claim 2. wherein the imino compound is detected by oxidation of a leuco dye to a dye. 

so 

11. Method as claimed in claim 10, wherein diary I imidazoles, triarylimkJazoles or naphthylamines are used as the 
leuco dye. 

12. Method as claimed in claim 1, wherein an aromatic nitrosoaniline compound of the general formula XIII is used 
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^/;— (~o~ y ^o 



X 



in which 

Ri denotes hydrogen, hydroxy, halogen, alkoxy, alkylthio, aryloxy or arylthlol. alkyi, alky! substituted by hy- 
droxy, carboxy. PO3H2 or SO3H, amino, amino substituted once or several times by alkyI which in turn can 
be substituted by hydroxy. PO^H^, dialkylphosphinyl, SO3H or carboxy and 

X-Y represents NRS-CO or N=CR6, wherein 

RS is H, alkyI, alkyl substituted by hydroxy, carboxy. SO3H. PO3H2, dialkylphosphinyl and 

R6 is H, alkyl, alkenyl. alkoxy, alkylthio. aiyl, arylthio, aralkyl. each of which can be substituted by hydroxy, 
carboxy. SO3H, PO3H2, a salt of one of these acid reskJues or/and alkoxycarbonyl; or amino or 

amino which is substituted by one or two alkyl residues which can carry one or several hydroxy, carboxy or/and 
alkoxycarbonyl residues, wherein if the amino is substituted by 2 alkyl residues, these residues can also be linked 
to form a ring which apart from the N atom of the amino group can also be interrupted if desired by oxygen, sulphur 
or a further nitrogen atom, or amino or amino which is substituted by one or two acyl groups, alkoxy or^nd ar- 
alkoxycarbonyl groups, H2N-CO. alkyl, aralkyl or/and arylcarbamoyi groups; or carboxy. alkoxycarbonyl. carbox- 
amido or halogen and 

A represents a saturated or unsaturated chain consisting of three members with a nitrogen or sulphur atom and 
two carbon atoms or two nitrogen atoms and one carbon atom, wherein the carbon atoms can be substituted 
bv alkyl alkoxy, alkylthio, hydroxy, aralkyl. aryl, carboxy. carboxamido. alkoxycarbonyl. cyano, halogen, amino 
amino which is substituted by one or two alkyl residues that can carry one or several hydroxy, carboxy or/and 
alkoxycarbonyl residues and wherein nitrogen atoms that are not bound via a double bond are substituted by 
hydrogen, alkyl, alkyl substituted by SO3H, PO^H^. carboxy or dialkylphosphinyl, or by aralkyl or two ad)acent 
chain substituents can form an alkylene group which in turn can be substituted by aryl or anellated. as well as 
corresponding tautomeric forms and their salts, 

which reacts enzymatically to form a coloured quinone diimine that is determined colorimetrically as a measure of 
the amount of the analyte. 

3. Method as claimed in claim 12, wherein Aforms an imidazole, triazole. benzimidazole. thiazole or dihydroimidazole 
ring with the adjacent heterocycle. 

4. Method as claimed m claim 12 or 13, wherein the aromatic nitroso compound is used at a concentration of more 
than 1 0-3 mol/1. 

5. Method as claimed in one o( the claims 1 -1 4, wherein glucose dye oxidoreductase is used as the PQQKJependent 
dehydrogenase for the determination of glucose. 

6. Agent for the colorimetric determination of an analyte by enzymatic oxidation of the analyte containing a PQQ- 
dependent dehydrogenase and an electron-rich aromatic nitroso compound, wherein it in addition contains a col- 
our-forming, non-oxidative detection reagent for imino compounds. 
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17. Agent as claimed in claim 16, wherein it contains a nitroso compound of the general formula I, 




in which R"* 

denotes hydrogen, hydroxy, alkyl. alkyl substituted by hydroxy. COOH, PO^^z or SO3H. alkoxy, alkylthio, ary- 
loxy, arylthio. halogen, or amino, amino which is substituted by hydroxy. PO3H2. dialkylphosphinyl. SO3H or 

COgH, 

and R2 

denotes a hydroxy group, alkoxy. aryloxy, arylthio or alkylthio group in which the alkyl residue in turn can 
be substituted by a hydroxy group, an alkoxy group, an amino group, an amino group substituted once or 
several times by alkyl, PO3H2, SO3H or CO2H as such or in the form of a salt as ammonium, alkali or 
alkaline earth salts or denotes an amino group NH^R"*, 

in which and R^ can be the same or different and denote hydrogen, an aryl or alkyl group whk:h can 
be substituted in turn by a hydroxy, alkoxy. hydroxyalkoxy. polyalkoxy group, a polyalkoxy group substi- 
tuted by hydroxy, PO3H2. SO3H or COgH as such or in the form of a salt or by an amino group or an amino 
group whk:h can be substituted once or several times by alkyl, or 

in which R3 and R'* can represent an alkylene residue which can be interrupted by oxygen, sulphur or 
nitrogen wherein nitrogen is substituted by an alkyl. hydroxyalkyi, hydroxyalkoxyaikyi, alkoxyhydroxyalkyl. 
alkoxycarbonylalkyl. dioxanylylalkyi or polyalkoxyalkyi residue each of which can in turn be substituted by 
a hydroxy residue in the alkyl moiety, or 

if Ri is in the ortho position in relation to NR^R^, R3 or also together with Ri can represent an alkylene 
residue. 

18. Agent as claimed In claim 16, wherein it contains a nitroso compound of the general formula II. 



in which 

X-Y denotes NR^-CO or N=CR^, wherein 

RS is H, alkyl. alkyl substituted by hydroxy, carboxy. SO3H. PO3H2, dialkylphosphinyl 

R6 is H. alkyl. alkenyl. alkoxy. alkylthio. aryl, aralkyl. each of which can be substituted by hydroxy 

dialkylphosphinyl. carboxy. SO3H. PO3H2. a salt of one of these acid residues or/and alkoxycarb- 
onyl; or 

amino or amino which is substituted by one or two alkyl residues which can carry one or several hydroxy, carboxy 



39 



EP 0 620 283 B1 



or/and alkoxycarbonyl residues, wherein if the amino is substituted by 2 a!kyl residues, these residues can also 
be linked to form a ring which apart from the N atom of the amino group can also be interrupted by oxygen, sulphur 
or a further nitrogen atom, or amino, or amino which is substituted by one or two acyl groups, alkoxy or/and aralkyi 
or/and aralkoxycarbonyl groups. H2N-CO. alkyl. arylcarbamoyi groups; or it is hydrogen, carboxy. alkoxycarbonyl, 
carboxamido or halogen and 

r7 denotes alkyl, thioalkyi or aralkyi which can be substituted by hydroxy, carboxy. SO3H or PO3H2 or amino. 

or amino which is substituted by one or two alkyl groups which in turn can be substituted by hydroxy, carboxy. 
SO3H. dialkylphosphinyl or PO3H2. wherein at least and/or F7 represent an amino group. 

Ra represents an alkyl or aralkyi group which can be substituted by hydroxy, carboxy, SO3H or PO3H2 

or in which 

r7 and RS represent a saturated or unsaturated chain with 3 or 4 members composed of nitrogen atoms or of 
carbon atoms or of carbon atoms and one or several nitrogen or sulphur atoms wherein carbon 
atoms can be substituted by alkyl, alkoxy, alkylthio, hydroxy, aralkyi. aryl. carboxy. carboxamido, 
alkoxycarbonyl. cyano, halogen, amino, amino which is substituted by one or two alkyl residues 
carrying one or several hydroxy, carboxy or/and alkoxycarbonyl residues and wherein nitrogen at- 
oms that are not bound via a double bond can be substituted by alkyl or aralkyi which can be sub- 
stituted by hydroxy. SO3H. PO3H2. carboxy or dialkylphosphinyl. or two adjacent chain substituents 
form an alkylene group which in turn can bo substituted by aryl or anollated 

as well as the corresponding tautomeric forms and their salts. 

19. Agent as claimed in one of the claims 16-18. wherein it contains a chromogenic coupling reagent for imino com- 
pounds or a leuco dye as the non-oxidath/e detection reagent for imino compounds. 

20- Agent for the colorimetric determination of an analyte by enzymatic oxidation of the analyte containing a PQQ- 
dependent dehydrogenase and an electron-rich aromatic nitroso compound, wherein the electron-rich aromatic 
nitroso compound is a nitrosoaniline compound of formula XUI, 



\ 



XIII 



X 



in which 

R1 denotes hydrogen, hydroxy, halogen, alkoxy or alkylthio, aryloxy. arylthio. alkyl. alkyl substituted by hydroxy, 
carboxy. PO3H2 or SO3H. amino, amino substituted once or several times by alkyl which in turn can be 
substituted by hydroxy, POgHg, dialkylphosphinyl. SO3H or carboxy. and 

X-Y represents NRS-CO or N=CR6, wherein 

R5 is H. alkyl. alkyl substituted by hydroxy carboxy SO3H. PO3H2 or dialkylphosphinyl R^ is H. alkyl. alkenyl. 
alkoxy. alkylthio. aryl. arylthio. aralkyi. each of which can be substituted by hydroxy dialkyl-phosphinyl. 
carboxy. SO3H. PO3H2, a salt of one of these acid residues or/and alkoxycarbonyl; or 

amino, amino which is substituted by one or two alkyl residues which can carry one or several hydroxy carboxy 
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25 



35 



or/and alkoxycarbonyl residues, wherein if the amino is substituted by 2 alkyi residues, these residues can also 
be linked to form a ring which, apart from the N atom of the amino group, can also be interrupted by oxygen, 
sulphur or a further nitrogen atom, or amino, amino which is substituted by one or two acyl groups, alkoxy or/and 
aralkoxycarbonyl groups, HgN-CO, alkyl. aralkyl or/and arylcarbamoyi groups; or carboxy, alkoxycarbonyl, carbox- 
amido or halogen and 

A represents a saturated or unsaturated chain consisting of three members with a nitrogen or sulphur atom and 
two carbon atoms or two nitrogen atoms and one carbon atom, wherein the carbon atoms can be substituted 
by alkyl. alkoxy. alkylthio, hydroxy, aralkyl, aryl, carboxy, carboxamido, alkoxycarbonyl. cyano. halogen, amino, 
amino which is substituted by one or two alkyl residues which can carry one or several hydroxy, carboxy or/ 
and alkoxycarbonyl residues and wherein nitrogen atoms that are not bound via a double bond are substituted 
by hydrogen, alkyl. alkyl substituted by SO3H, POaHg. carboxy or dialkylphosphinyl. or by aralkyl or two adjacent 
chain substituents form an alkylene group which in turn can form an alkylene group which in turn can be sub- 
stituted by aryl or anellated, as well as corresponding tautomeric forms and their salts. 

21 . Agent as claimed in claim 20, wherein A forms an imidazole, triazole, benzimidazole, thiazole or dihydroimidazole 
ring with the adjacent heterocycle. 

22. Test carrier containing an agent as claimed in one of the claims 16-21 . 

23. Nitrosoanlline compounds of formula Xlll, 




XIII 



in which 



denotes hydrogen, hydroxy, halogen, alkoxy or arylthio, alkyl, alkyl substituted by hydroxy, carboxy, PO3H2. 
alkyl, dialkylphosphinyl or SO3H, amino, amino substituted once or several times by alkyl which in turn can 
40 be substituted by hydroxy, P03H2. SO3H or carboxy and 

X-Y represents NRS-CO or N=CR6, in which 

R5 is H, alkyl, alkyl substituted by hydroxy, carboxy. SO3H, PO3H2 or dialkylphosphinyl 

45 

R6 is H, alkyl, alkenyl, alkoxy, alkylthio, aryl, arylthio, aralkyl. each of which can be substituted by hydroxy, 
dialkylphosphinyl, carboxy, SO3H, PO3H2, a salt of one of these acid residues or/and alkoxycarbonyl; or 

amino, amino which is substituted by one or two alkyl residues which can carry one or several hydroxy, carboxy 
so or/and alkoxycarbonyl residues, wherein if amino is substituted by 2 alkyl residues, these residues can also be 

linked to form a ring which, apart from the N atom of the amino group, can also be interrupted by oxygen, sulphur 
or a further nitrogen atom, or amino, or amino which is substituted by one or two acyl groups, alkoxy or/and ar- 
alkoxycarbonyl groups, HgN-CO. alkyl, aralkyl or/and arylcarbamoyi groups; or hydrogen, carboxy. alkoxycarbonyl, 
carboxamido or halogen and 
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A represents a saturated or unsaturated chain composed of three members with a nitrogen or sulphur atom and 
two carbon atoms or two nitrogen atoms and one carbon atom, wherein the carbon atoms can be substituted 
by alkyl. alkoxy alkylthio. hydroxy, aralkyl, aryl, carboxy. carboxamido. alkoxycarbonyl. cyano. halogen, amino. 
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amino which is substituted by one or two alkyi residues which can carry one or several hydroxy, carboxy or/ 
and alkoxycarbonyl residues and wherein nitrogen atoms that are not bound via a double bond are substituted 
by hydrogen, alkyl. alkyI substituted by SO3H. PO3H2, carboxyl. dialkylphosphinyl or aralkyi or two adjacent 
chain substituents form an alkylene group which in turn can be substituted by aryl or anellated, as well as 
5 corresponding tautomeric forms and their salts. 

24. Niirosoanillne compounds as claimed in claim 23, wherein A forms an imidazole, triazoie, benzimidazole, thiazole 
or dihydroimidazole ring with the adjacent heterocycle. 

^0 25. Use of the nitrosoaniline compounds as claimed in one of the claims 23 or 24 for the colorimethc enzymatic de> 
termination of an analyte. 

Revendlcations 

IS 

1. Procede pour (a determination colorimetrique d'un analyte au moyen d'une oxydalion enzymatique de I'analyte 
avec une oxydor6ductase en presence d'un accepteur d'electrons directs choisi parmi le groupe des composes 
nitroso aromatiques riches en electrons el au moyen d'une determination de I'accepteur d'electrons sous forme 
reduite par coloration comme mesure pour la quantite de I'analyte, dans lequel on soumet le compose nitroso 
20 aromatique nche en 6lectrons, en proc6dant h une oxydation de I'analyte en presence d'une d6shydrog6nase 

dependant de la PQQ, a une reduction pour obtenir un compose imino, caract^rise en cequ'on detecte le compose 
imino par coloration via sa teinte propre, sans le soumettre k une rdduction enzymatique ultdrieure pour obtenir 
I'amine aromatique . 

25 2. proc6d6 pour la determination colorimdtriquG d'un analyte au moyen d'une oxydation enzymatique de I'analyte 
avec une oxydoreductase en presence d'un accepteur d'electrons directs choisi parmi le groupe des composes 
nitroso aromatiques riches en electrons et au moyen d'une determination de I'accepteur d'electrons sous forme 
reduite par coloration comme mesure pour la quantite de I'analyte, dans lequel on soumet le compose nitroso 
aromatique riche en electrons, en procedant h une oxydation de I'analyte en presence d'une deshydrogenase 

30 dependant de la PQQ, ^ une reduction pour obtenir un compose imino, caracterise en ce qu'on detecte le compose 

imino par coloration en le faisant reagir avec un reactif de detection chromogene de type non oxydant, sans le 
soumettre h une reduction enzymatique uiterieure pour obtenir I'amine aromatique,. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'on met en oeuvre, a litre de 
36 compose nitroso aromatique, un compose repondant k la formuie I 
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dans laquelle 

represente un atome d'hydrogfene, un groupe hydroxyle. un groupe alkyle, un groupe alkyle substitue par 
so un groupe hydroxyle, par un groupe COOH. par un groupe PO3H2 ou par un groupe SO3H. un groupe alcoxy. 

un groupe alkylthio, un groupe aryloxy, un groupe arylthio, un atome d'halogene ou un groupe amino ou encore 
un groupe amino substitue qui est substitue une ou plusieurs fois par un groupe alkyle. par un groupe alkyle 
substitue par un groupe hydroxyle. par un groupe PO3H2. par un groupe dialkylphosphinyle, par un groupe 
SO3H ou par un groupe CO2H, et 

55 

R2 represente un groupe hydroxyle, un groupe alkylthio. un groupe alcoxy un groupe aryloxy un groupe 
arylthio ou un groupe alkylthio, le radical alkyle etanl substitue pour sa part par un groupe hydroxyle, par un 
groupe alcoxy. par un groupe amino, par un groupe amino substitue une ou plusieurs fois par un groupe alkyle, 
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par un groupe POgHa, par un groupe SOgH ou par un groupe COgH. comme tels ou sous torme de sels, tels 
que des sels d'ammonium. de metaux alcalins ou de metaux alcalino-terreux, ou encore repr6sente un groupe 
amino NR^R^, 

dans lequel R^ et R^ peuvent etre identiques ou diMerents et represented un atonne d'hydrogene. un groupe 
aryle ou un groupe alkyle qui peut etre. quant k lui. substitu6 par un groupe hydroxyle. par un groupe alcoxy, 
par un groupe hydroxyalcoxy, par un groupe polyalcoxy, par un groupe polyalcoxy portant un ou plusieurs 
subslituants hydroxyle. par un groupe PO3H2. par un groupe SO3H. par un groupe COOH. comme tels ou 
sous forme de sels, ou encore par un groupe amino ou par un groupe amino substitu6 una ou plusieurs fois 
par un groupe alkyle. ou 

dans lequel R3 et R^ peuvent representor un radical atkyl6ne ou encore un radical alkylfene qui est interrompu 
par un alome d'oxygene, par un atome de soufre ou par un atome d'azote. dans lequel I'atome d'azote est 
substitu6 par un radical alkyle. par un radical hydroxyalkyle. par un radical hydroxyalcoxyalkyle. par un radical 
alcoxyhydroxyalkyle. par un radical alcoxycarbonylalkyle, par un radical dioxanylylalkyle ou par un radical 
polyalcoxyalkyle qui peut §tre, quant S lui. substitu6 respectivement dans la fraction alkyle par un radical 
hydroxyle, ou 

lorsque R^ se trouve en position ortho par rapport ^ NR^R^. r3 ou R^ peut representor egalement. de maniere 
conjointe avec . un radical alkyl6ne. 

Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2, caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre, k titre de 
composd nitroso aromatique. un compost de formule M 




dans laquelie 

X-Y represente NR^-CO ou N=CR6 ou 

R5 represente un atome d'hydrogene. un groupe alkyle, un groupe alkyle substitu6 par un groupe hydroxyle, 
un groupe carboxyle. un groupe SO3H, un groupe PO3H2, un groupe dialkylphosphinyle. 

R6 represente un atome d'hydrogfene, un groupe alkyle. un groupe alc6nyle. un groupe ateoxy. un groupe alk- 
yithio. un groupe aryle. un groupe arylthio. un groupe aralkyle qui peuvent 6tre substitu6s respectivement 
par un groupe hydroxyle, par un groupe dialkylphosphinyle. par un groupe carboxyle, par un groupe SOgH. 
par un groupe PO3H2. par un sel d'un de ces radicaux acides et/ou par un groupe alcoxycarbonyle; ou bien 
represente un groupe amino ou encore un groupe amino qui est substitue par un ou deux radicaux alkyle 
qui peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle. un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un ou plu- 
sieurs radicaux alcoxycarbonyle. dans lequel, lorsque le groupe amino est substitu6 par deux radicaux alk- 
yle. ces radicaux peuvent 6galement 6lre ferm6s pour former un cycle qui peut 6tre interrompu. outre par 
I'atome d'azote du groupe amino. 6galement par un atome d'oxyg6ne, par un atome de soufre ou par un 
atome d'azote supptementaire; ou represente un groupe amino qui est substitu^ par un ou deux groupes 
acyle, par un ou deux groupes alcoxy et/ou par un ou deux groupes aralcoxycarbonyle. par un ou deux 
groupes HgN-CO, par un ou deux groupes alkyle. par un ou deux groupes aralkyle et/ou par un ou deux 
groupes arylcarbamoyle; ou encore represente un atome d'hydrogene, un groupe carboxyle. un groupe 
alcoxycarbonyle. un groupe carboxamido ou un atome d'halogene, et 

R7 represente un groupe alkyle. un groupe thioalkyle ou un groupe aralkyle qui peut etre substitue par un groupe 
hydroxyle. par un groupe carboxyle. par un groupe SO3H ou par un groupe PO3H2. ou represente un groupe 
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ammo ou encore un groupe amino qu; est substitue par un ou deux groupes alkyle qui peuvent etrc a 
nouveau subslitues par un groupe hydroxyle, par un groupe carboxyle, par un groupe SO3H, par un groupe 
dialkylphosphinyle ou par un groupe PO3H2. dans laquelle au mo.ns et/ou representent un groupe 
amino, 

RS repr6sente un groupe alkyle ou un groupe aralkyle qui peut etre substitu6 par un groupe hydroxyle. par un 
groupe carboxyle, par un groupe SO3H ou par un groupe PO3H2. 



ou dans laquelle 

R7 et R8 representent une chaTne saturee ou une chaTne insaturee contenant 3 ou 4 membres constitues par 
des atomes d'azote ou par des atomes de carbone ou encore par des atomes de carbone et par un 
ou plusieurs atomes d'azote ou par un ou plusieurs atomes de soufre, les atomes de carbone pouvant 
§tre substitu6s par un groupe alkyle. par un groupe alcoxy. par un groupe alkylthio. par un groupe 
hydroxyle, par un groupe aralkyle, par un groupe aryte, par un groupe carboxyle. par un groupe 
carboxam'ido. par un groupe alcoxycarbonyle. par un groupe cyano, par un atome d'halogene. par 
un groupe amino, par un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux alkyle qui peuvent 
porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle, un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un ou plusieurs 
radicaux alcoxycarbonyle, et dans laquelle les atomes d'azote qui ne sont pas lies via une liaison 
double sont substitu6s par un groupe alkyle ou par un groupe aralkyle ou encore par un groupe 
dialkylphosphinyle. ou bien deux substituanls de chaines voisins torment un groupe alkylene qui 
peut dtre, quant k lui, substitu6 ou condens6 avec un groupe aryle, 

ainsi que ses formes tautom6res correspondantes et ses sels. 

Procede selon la revendication 4. caracterise en ce qu'on met en oeuvre. k litre de compost nitroso aromatique. 
un compos6 dans lequel R'' et R^ torment une chaine satur6e ou insaturde. 

Procede selon I'une quelconque des revendications 1 ou 2. caracteris6 en ce qu'on met en oeuvre, a titre de 
compos6 nitroso aromatique, un compos6 r6pondant aux formules tll-XII 
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dans lesquelles R^. R^o. R""^ et H^^, qui sont identiques ou differents, representent un atome d'hydrog^ne, un 
groupe hydroxyle, un groupe alkylo. un groupe alcoxy. un groupe alkylthio. un groupe aralkyle, un groupe 
aryle. un groupe carboxyle. un groupe alcoxycarbonyle. un groupe carboxamido. un groupe cyano. un groupe 
amino, un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux alky!e qui peuvent porter un ou plusieurs 
radicaux hydroxyle. un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle. dans 
lesquelles deux radicaux voisins peuvent former un groupe alkylene qui, pour sa part, peut etre substitue ou 
condense avec un groupe aryle, et 

R13 represente un groupe alkyle ou un groupe aralkyle qui peut etre substitue par un groupe hydroxyle. par 
un groupe carboxyle, par un groupe SO3H, par un groupe PO3H2 ou par un groupe dialkylphosphinyle. 

Procede selon la revendication 2. caracterise en ce que le reactif de detection chromogene de type non oxydant 
est un rdactif de couplage pour des composes imino. 

Procede selon la revendication 7. caracteris6 en ce qu'on met en oeuvre. h titre de r6actlf de couplage. un deriv6 
de ph6nol. un d6riv6 de naphtol, un d6riv6 d'aniline ou un d6riv6 de naphtylamine. 

Proc6d6 selon la revendication 7, caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre, h titre de r6actit de couplage, Tacide 
2.4,6-tribromo-3-hydroxybenzoique, 2.4-dichloro-1 -naphthol ou I'acide 1 -naphtho!-4-sulfonique. 

Proc6d6 selon la revendication 2. caract6ris6 en ce qu'on detecte le compos6 Imino par oxydation d'un colorant 
leuco pour obtenir un colorant. 

Procede selon la revendication 10. caracterise en ce qu'on utilise, h titre de colorant leuco. des diarylimidazoles. 
des triarylimidazoles ou des naphtyiamines. 

Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'on met en oeuvre un compose de nitrosoaniline aromalique 
r6pondant k la formula g6n6rale XIII 
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I 



H I X I I I 



dans laquelle 

Ri reprssente un atome d'hydrogfene. un groupe hydroxyle. un atome d'halogene, un groupe alcoxy. un groupe 
alkylthio un groupe aryloxy ou un groupe arylthio, un groupe alkyle. un groupe alkyle substitud par un 
groupe hydroxyle, par un groupe carboxyle, un groupe PO3H2 ou un groupe SO3H, un groupe am.no. un 
qroupe amino subslitue une ou plusieurs tois par un groupe alkyle qui peut 6tre a nouveau substitue par 
un groupe hydroxyle. par un groupe PO3H2. par un groupe dialkylphosphlnyle. par un groupe SO3H ou par 
un groupe carboxyle, et 

X-Y represente NRS-CO ou N=CR6 oCi 

RS repr6sente un atome d'hydrog6ne. un groupe alkyle. un groupe alkyle substitu6 par un groupe hydroxyle. 
par un groupe carboxyle, par un groupe SO3H, par un groupe PO3H2. par un groupe dialkylphosphlnyle. 

R6 reprdsente un atome d'hydrogfene. un groupe alkyle. un groupe alcdnyle, un groupe alcoxy un groupe 
alkylthio un groupe aryle, un groupe arylthio. un groupe aralkyle qui peuvent Stre substitues respectivemen 
par un groupe hydroxyle, par un groupe carboxyle, par un groupe SO3H, par un groupe POgHa. par un sel 
d'un de ces radicaux acides et/ou par un groupe alcoxycarbonyle; ou blen reprSsente un groupe amino ou 
encore un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux alkyle qui peuvent porter un ou plusieurs 
radicaux hydroxyle. un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle. 
dans lesquelles. lorsque le groupe amino est substitue par deux radicaux alkyle. ces radicaux peuvent 
6qalement Stre ferm6s pour former un cycle qui peut Stre interrompu. outre par Tatome d azote du groupe 
amino, egalement par un atome d'oxyg^ne. par un atome de soutre ou par un atome d'azote supplemen- 
taire- ou encore un groupe amino qui est substltu^ par un ou deux groupes acyle. par un ou deux groupes 
alcoxy et/ou par un ou deux groupes aralcoxycarbonyle. par un ou deux groupes HgN-CO, par un ou deux 
qroupes alkyle. par un ou deux groupes aralkyle et/ou par un ou deux groupes arylcarbamoyle; ou repre- 
sente un groupe carboxyle. un groupe alcoxycarbonyle, un groupe carboxamido ou un atome d'halogene. et 

A represents une chatne saturSe ou insatu rSe constitute par trois membres comprenant un atome d'azote 
ou un atome de souire et deux atomes de carbone ou encore deux atomes d'azote et un atome de carbone. 
dans laquelle les atomes de carbone peuvent §tre substltuds par un groupe alkyle. par un groupe alcoxy 
par un groupe alkylthio, par un groupe hydroxyle, par un groupe aralkyle, par un groupe aryle. par un 
qroupe carboxyle, par un groupe carboxamido, par un groupe alcoxycarbonyle, par un groupe cyano. par 
un atome d'halog6ne. par un groupe amino, par un groupe amino qui est substituS par un ou deux radicaux 
alkyle qui peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle, un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un 
ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle. et dans laquelle les atomes d'azote qui ne sont pas Ii6s via une 
liaison double sont subslitu6s par un atome d'hydrog6ne, par un groupe alkyle par un groupe alkyle subs- 
titue par un groupe SO3H, par un groupe PO3H2, par un groupe carboxyle ou par un groupe dialky Iphos- 
phinyle ou encore par un groupe aralkyle; ou bien deux substituanls de chaTnes voisins peuvent former 
un groupe alkyl6ne qui peut 6tre, quant & lui, substitud ou condens6 avec un groupe aryle, ainsi que ses 
formes tautomeres correspondantes et ses sels, 

qui reagit par voie enzymatique pour former une quinonediimine color6e qui est d6termin6e par voie colorim6trique 
comme mesure pour la quantile de I'analyte. 
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13 Precede selon la revendicalion 12, caracterise en ce que A forme avec le radical heterocyclque voisin un noyau 
' irridazole. un noyau iriazole, un noyau benzimidazole, un noyau thiazole ou un noyau dihydroimidazole. 

14. Proced6 selon la revendicatlon 12 ou 13. caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre le compose nitroso aromatique 
en une concentration superleure a 10-3 mole/litre, 

15 Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications 1^14, caract6ris6 en ce qu'on met en oeuvre, ^ titre de 
' deshydrogenase dependant de la PQQ. la glucose-colorant-oxydor6ductase pour la d6termination du glucose. 

16 Agent pour la delermlnation colorimetrique d'un analyte par oxydalion enzymatique de I'analyte, contenant une 
' dishydrogenase dependant de la PQQ et un compose nitroso aromatique riche en electrons, caracteris6 en ce 

qu'il contient en outre un r6actlf de d6tection chromogfene de type non oxydant pour des composes imino. 

1 7. Agent selon la revendicatlon 1 6. caract6rls6 en ce qu'il contient un compos6 nitroso r6pondant ^ la formule gSnSrale 




ss 



30 



dans laquelle 



Ri reprSsente un atome d'hydrog&ne, un groupe hydroxyle, un groupe alkyle, un groupe alkyle substitu6 par 
un qroupe hydroxyle, par un groupe COOH, par un groupe PO3H2OU par un groupe SO3H, un groupe alcoxy, 
un groupe alkylthio, un groupe aryloxy, un groupe arylthio, un atome d'halogSne ou encore un groupe amino 
ou un groupe amino qui est substitue par un groupe hydroxyle, par un groupe PO3H2. par un groupe dialkyl- 
phosphinyle, par un groupe SO3H ou par un groupe COgH, et 

R2 represente un groupe hydroxyle. un groupe alcoxy, un groupe aryloxy, un groupe arylthio ou un groupe 
alkylthio le radical alkyle etant substitu6, pour sa pari, par un groupe hydroxyle, par un groupe alcoxy. par un 
qroupe amino par un groupe amino substitu6 une ou plusleurs fois par un groupe alkyle, par un groupe POgHa, 
par un groupe SO3H ou par un groupe COJr\. comme tels ou sous forme de sels, tels que des sels d'ammonium, 
40 de m6taux alcalins ou de m6taux alcallno-terreux. ou encore repr6sente un groupe ammo NR R , 

dans lequel R3 et R" peuvent Stre Identiques ou diff6rents et repr^sentent un atome d'hydrogfine. un groupe 
aryle ou un groupe alkyle qui peut 6tre, quant ^ lui, substitu6 par un groupe hydroxyle, par un groupe alcoxy, 
par un groupe hydroxyalcoxy, par un groupe polyalcoxy, par un groupe polyalcoxy substitue par un groupe 
4S hydroxyle, par un groupe PO3H2, par un groupe SOgH ou par un groupe COgH, comme tels ou sous forme 

de sels, ou par un groupe amino ou encore par un groupe amino substitud une ou plusieurs fois par un groupe 
alkyle, ou 

dans lequel R3 et R* peuvent reprSsenter un radical alkylene qui peut etre interrompu par un atome d'oxygene 
so par un atome de souf re ou par un atomo d'azote. dans lequel I'atome d"azote est substitu6 par un radical 

alkyle par un radical hydroxyalkyle, par un radical hydroxyalcoxyalkyle, par un radical alcoxyhydroxyalkyle, 
par un radical alcoxycarbonylalkyle, par un radical dioxanylylalkyle ou par un radical polyalcoxyalkyle qui, 
quant k lui. peut fitre substitu6 respectivement dans la fraction alkyle par un radical hydroxyle, ou 

ss lorsque R' se trouve en position onho par rapport h NR3R*, PP ou R" peut repr6senter 6galement, de nnaniere 

conjointe avec R\ un radical alkylfene, 

18. Agent selon la revendicatlon 1 6, caract6ris6 en cequ'il contient un compos6 nitroso r6pondant k la lormule gen6rale 
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A/0 



dans laquelle 

X-Y represente NR^-CO ou N=CR® ou 

R5 repr6sente un atome d'hydrogene. un groupe alkyle. un groupe alkyle substltu6 par un groupe hydroxyle. 
par un groupe carboxyle. par un groupe SO3H. par un groupe PO3H2, par un groupe dialkylphosphinyle, 

R6 repr6sente un atome d'hydrogene. un groupe alkyle, un groupe alc6ny!e, un groupe alcoxy. un groupe alk- 
ylthio, un groupe aryle, un groupe aralkyle, qui peuvenl etre substitues respectivement par un groupe hy- 
droxyle, par un groupe dialkylphosphinyle, par un groupe carboxyle, par un groupe SO3H, par un groupe 
PO3H2, par un sel d'un de ces radicaux acides et/ou par un groupe alcoxycarbonyle; ou bien represente un 
groupe amino ou encore un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux alkyle qui peuvent 
porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle. un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un ou plusieurs radicaux 
alcoxycarbonyle, dans laquelle. lorsque le groupe amino est substitu6 par deux radicaux alkyle, ces radicaux 
peuvent egalement §tre term6s pour former un cycle qui peut Stre interrompu, outre par Tatome rfazote du 
groupe amino, egalement par un atome d'oxygene, par un atome de soufre ou par un atome d'azote sup- 
plementaire; ou represente un groupe amino ou un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux groupes 
acyle, par un ou deux groupes alcoxy et/ou par un ou deux groupes aralkyle et/ou par un ou deux groupes 
aralcoxycarbonyle. par un ou deux groupes HgN-CO. par un ou deux groupes alkyle. par un ou deux groupes 
arylcarbamoyle; ou represente un atome d'hydrogfene, un groupe carboxyle. un groupe alcoxycarbonyle. un 
groupe carboxamido ou un atome d'halogene, et 

R7 represente un groupe alkyle. un groupe thioalkyle ou un groupe aralkyle qui peut etre substitu6 par un groupe 
hydroxyle, par un groupe carboxyle, par un groupe SO3H ou par un groupe PO3H2. ou represente un groupe 
amino, ou encore un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux groupes alkyle qui peuvent Stre k 
nouveau substitu6s par un groupe hydroxyle, par un groupe carboxyle. par un groupe SO3H, par un groupe 
dialkylphosphinyle ou par un groupe PO3H2. dans laquelle au moins R® et/ou R^ represented un groupe 
amino. 

RQ represente un groupe alkyle ou un groupe aralkyle qui peut etre substitud par un groupe hydroxyle. par un 
groupe carboxyle. par un groupe SO3H ou par un groupe PO3H2. 

ou encore dans laquelle 

R7 et RQ reprdsentent une chaTne satur6e ou insatur6e contenant 3 ou 4 membres constitu6s par des atomes 
d'azote ou par des atomes de carbone ou encore par des atomes de carbone et par un ou plusieurs 
atomes d'azote ou par un ou plusieurs atomes de soufre, dans laquelle les atomes de carbone peu- 
vent Stre substitues par un groupe alkyle, par un groupe alcoxy. par un groupe alkylthio. par un 
groupe hydroxyle, par un groupe aralkyle. par un groupe aryle, par un groupe carboxyle, par un 
groupe carboxamido, par un groupe alcoxycarbonyle. par un groupe cyano. par un atome d'halogene. 
par un groupe amino, par un groupe amino qui est substitue par un ou deux radicaux alkyle qui 
peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle, un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un ou 
plusieurs radicaux alcoxycarbonyle. et dans laquelle les atomes d'azote qui ne sont pas lies via une 
liaison double sont substitu6s par un groupe alkyle ou par un groupe aralkyle qui peuvent etre subs- 
titues par un groupe hydroxyle. par un groupe SO3H par un groupe PO3H2. par un groupe carboxyle 
ou par un groupe dialkylphosphinyle. ou bien deux substituants de chaTne voisins torment un groupe 
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alkylene qui peul etre. quant a lui. substitue ou condense avec un groupe aryle. 
ainsi que ses formes tautorrieres correspcndantes et ses sels. 

19 Agent selon Tune queiconque des revendications 16 a 18. caracterise en ce qu'il conlienl. a litre de reactif de 
* detection de type non oxydant pour des composes imino. un reactif de couplage chromog6ne pour des composes 

imino ou encore un colorant leuco. 

20 Agent pour la determination colorim6trique d'un analyte par oxydation enzymatique de I'analyte. contenant une 
deshydrogenase dependant de la PQQ et un compose nitroso aromatique riche en electrons, caract6rise en ce 
que le compose nitroso aromatique riche en electrons est un compose de nttrosoaniiine r6pondant a la formule XIII 




X I I : 



dans laquelle 



R1 repr6sente un atome d'hydrog6ne. un groupe hydroxyte. un atome d'halog6ne. un groupe alcoxy ou un 
groupe alkylthlo. un groupe aryloxy. un groupe arylthlo. un groupe alkyle, un groupe alkyle substrtue par 
un groupe hydroxyle. par un groupe carboxyle. par un groupe PO3H2 ou par un groupe SO3H. un groupe 
amino un groupe amino substitud une ou plusieurs fois par un groupe alkyle qui peut §tre k nouveau 
substitue par un groupe hydroxyle. par un groupe PO3H2. par un groupe dialkylphosphinyle. par un groupe 
SO3H ou par un groupe carboxyle, et 

X-Y represente NR^-CO ou N^CR® ou 

RS represente un atome d'hydrogfene. un groupe alkyle. un groupe alkyle substitud par un groupe hydroxyle, 
par un groupe carboxyle. par un groupe SO3H. par un groupe PO3H2 ou par un groupe dialkylphosphinyle. 

R6 represente un atome d'hydrogdne, un groupe alkyle, un groupe alcenyle, un groupe alcoxy. un groupe 
alkylthio, un groupe aryle. un groupe arylthio. un groupe aralkyle qui peuvent dtre substitu6s respectivement 
par un groupe hydroxyle. par un groupe dialkylphosphinyle. par un groupe carboxyle, par un groupe SOaH, 
par un groupe PO3H2, par un sel d'un de ces radicaux acides et/ou par un groupe alcoxycarbonyle, ou 
bien repr6sente un groupe amino ou encore un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux 
alkyle qui peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle. un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un 
ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle. dans laquelle. lorsque le groupe amino est substitu6 par deux ra- 
dicaux alkyle. ces radicaux peuvent 6galement etre ferm6s pour former un cycle qui peut etre interronnpu, 
outre par I'atome d'azote du groupe amino. 6galement par un atome d*oxyg6ne. par un atome de soufre 
ou par un atome d'azote supp!6mentaire; ou encore un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux 
groupes acyle. par un ou deux groupes alcoxy et/ou par un ou deux groupes aralcoxycarbonyie. par un ou 
deux groupes H2N-CO, par un ou deux groupes alkyle. par un ou deux groupes aralkyle et/ou par un ou 
deux groupes arylcarbamoyle; ou represente un groupe carboxyle. un groupe alcoxycarbonyle. un groupe 
carboxamido ou un atome d'halogene, et 

A represente une chaine saturee ou insaturee constituee par trois membres comprenant un atome d'azote 
ou un atome de soufre et deux atomes de carbone ou encore deux atomes d'azote et un atome de carbone. 
dans laquelle les atomes de carbone peuvent etre substitues par un groupe alkyle. par un groupe alcoxy. 
par un groupe alkylthio. par un groupe hydroxyle. par un groupe aralkyle. par un groupe aryle. par un 
groupe carboxyle, par un groupe carboxamido. par un groupe alcoxycarbonyle. par un groupe cyano. par 
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un atome d'halogene, par un groupe amino, par urn groupe amino qui est substitue par un ou deux radicaux 
alkyle qui peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle, un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou un 
ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle, et dans iaquelle les atomes d'azote qui ne sont pas lies via une 
liaison double sont substitues par un atome d'hydrogene, par un groupe alkyle, par un groupe alkyle subs- 
s titue par un groupe SO3H, par un groupe PO3H2, par un groupe carboxyle ou par un groupe dialkylphos- 

phinyle. ou encore par un groupe aralkyle, ou bien deux substituants de chaine voisins peuvent former uo 
groupe alkylene qui peut 6tre. quant ^ lui. substilu6 ou condens6 avec un groupe aryle, ainsi que ses 
formes tautomeres correspondantes et ses sels, 

10 21. Agent selon la revendication 20, caract§rise en ce que A forme avec le radical h6terocyclique voisin, un noyau 
imidazole, un noyau triazole, un noyau benzimidazole, un noyau thiazoleou un noyau dihydroimidazole. 

22. Support d'essai contenant un agent selon Tune quelconque des revendications 16 ^ 21. 

15 23. Composes de nitrosoaniline r6pondant k la formule XIII 



20 



25 




30 dans Iaquelle 

repr6sente un atome d'hydrogfene, un groupe hydroxyle, un atome d'halogfene, un groupe alcoxy ou un 
groupe arylthio, un groupe alkyle. un groupe alkyle substitu6 par un groupe hydroxyle. par un groupe 
carboxyle, par un groupe PO3H2. par un groupe dialkylphosphinyle ou par un groupe SO3H, un groupe 
35 amino, un groupe amino substitu6 une ou plusieurs fois par un groupe alkyle qui peut 6tre k nouveau 

substitue par un groupe hydroxyle. par un groupe POgHg. par un groupe SO3H ou par un groupe carboxyle, 
et 

X-Y represente NR^-CO ou N^CR^ ou 

40 

R5 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, un groupe alkyle substitue par un groupe hydroxyle, 
par un groupe carboxyle, par un groupe SO3H. par un groupe POaHg. par un groupe dialkylphosphinyle. 

R6 represente un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, un groupe alcenyle, un groupe alcoxy. un groupe 
45 alkylthio, un groupe aryle, un groupe arylthio, un groupe aralkyle qui peuvent Stre substitu6s respective- 

ment par un groupe hydroxyle, par un groupe dialkylphosphinyle, par un groupe carboxyle, par un groupe 
SO3H, par un groupe PO3H2. par un sel d'un de ces radicaux acides et/ou par un groupe alcoxycarbonyle; 
ou bien represente un groupe amino ou encore un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux 
alkyle qui peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle, un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou 
so un ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle, dans Iaquelle, lorsque le groupe amino est substitu6 par deux 

radicaux alkyle. ces radicaux peuvent 6galement etre fermes pour former un cycle qui peut etre interrom- 
pu, outre par I'alome d'azote du groupe amino, egalement par un atome d'oxygene, par un atome de 
soufre ou par un atome d'azote suppl6mentaire; ou encore un groupe amino qui est substitue par un ou 
deux groupes acyle, par un ou deux groupes alcoxy et/ou par un ou deux groupes aralcoxycarbonyle. 
55 par un ou deux groupes H2N-CO. par un ou deux groupes alkyle. par un ou deux groupes aralkyle et/ou 

par un ou deux groupes arylcarbamoyle; ou represente un atome d'hydrogene. un groupe carboxyle, un 
groupe alcoxycarbonyle, un groupe carboxamido ou un atome d'halogene, et 
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A represenie une chaine saturee ou insaturee constituee par trois membres comprenant un atome d'azole 

ou un atome de souf re et deux atomes de carbone ou encore deux atomes d'azote et un atome de carbone, 
dans laquelle les atomes de carbone peuvent etre substitues par un groupe alkyle, par un groupe alcoxy, 
par un groupe alkylthio, par un groupe hydroxyle, par un groupe aralkyle, par un groupe aryle. par un 

5 groupe carboxyle, par un groupe carboxamido, par un groupe alcoxycarbonyle, par un groupe cyano. par 

un atome d'haiogfene, par un groupe amino, par un groupe amino qui est substitu6 par un ou deux radicaux 
alkyle qui peuvent porter un ou plusieurs radicaux hydroxyle, un ou plusieurs radicaux carboxyle et/ou 
un ou plusieurs radicaux alcoxycarbonyle, et dans laquelle les atomes d'azote qui ne sont pas lies via 
une liaison double sont substitu6s par un atome d'hydrog6ne, par un groupe alkyle, par un groupe alkyle 

w substitue, par un groupe SO3H, par un groupe PO3H2, par un groupe carboxyle, par un groupe dialkyl- 

phosphinyle ou par un groupe aralkyle; ou bien deux substituants de chaine voisins peuvent former un 
groupe alkyl^ne qui peut §tre, quant k lui, substitu6 ou condens6 avec un groupe aryle, ainsi que leurs 
formes tautomeres correspondantes et leurs sals, 

IS 24. Composes de nitrosoaniline selon la revendication 23, caract6ris6s en ce que A forme avec le radical h6t6rocy- 
clique voisin, un noyau imidazole, un noyau triazole, un noyau benzimidazole, un noyau thiazole ou un noyau 
dihydroimidazoie. 

25. Utilisation des composes de nitrosoaniline seion I'une quelconque des revendications 23 ou 24 pour la determi- 
ne nation enzymatique colorim6trique d'un analyte. 
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Enzymakt ivit&t : 

A) 0 MU/ml 

B) 140 MU/ml 

C) 280 MU/ml 

D) 420 MU/ml 

E) 560 MU/ml 
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